























αSyn  α-synuclein 
ANOVA  analysis of variance 
CaMKII  calcium/calmodulin-dependent protein kinase II 
ChAT  choline acetyltransferase 
CMC  carboxymethyl cellulose 
D2L  D2 receptor long isoform 
DAPI  4’,6-diamidino-2-phenylindole 
DARPP-32 dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein-32 
DAT  dopamine transporter 
DLB  dementia with Lewy body 
FABP  fatty acid-binding protein 
GABA  γ-aminobutyric acid 
GAD  glutamic acid decarboxylase 
HSPG  heparan sulfate proteoglycan 
LAG3  lymphocyte-activation gene 3 
LC-PUFA long-chain polyunsaturated fatty acid 
L-DOPA 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine 
LRP1  low-density lipoprotein receptor related protein 1 
MAP2  microtubule-associated protein 2 
MF1  4-(2-(1-(2-chlorophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl)phenoxy)butanoic  
  acid 
MF4  4-(2-(1-(2-methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl)phenoxy)butanoic 
  acid 
mPFC  medial prefrontal cortex 
MPP+  1-methyl-4-phenylpyridinium 
MPTP  1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 
MSA  multiple system atrophy 
MS/DB  medial septum/diagonal band 
NAC  non-amyloid component 
PBS  phosphate-buffered saline 
PD  Parkinson's disease 
PEBP1  phosphatidylethanolamine-binding protein 1 
P-gp  p-glycoprotein 
PFA  paraformaldehyde 
PFF  pre-formed fibril 
PUFA  polyunsaturated fatty acid 
SNpc  substantia nigra pars compacta 
TH  tyrosine hydroxylase 
TBS  tris-buffered saline 
TRAP-1  tumor necrosis factor receptor associated protein-1 
VTA  ventral tegmental area 
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第 1 章 緒言 
 
第 1 節 α-synuclein の神経機能と神経疾患への関与 
 
1-1-1. α-synuclein の神経系における生理機能 
 α-synuclein (αSyn) は 140 アミノ酸残基から構成される明確な構造をとらない天
然変性タンパク質である (Weinreb et al., 1996)。αSyn は脳をはじめとする神経系に
発現しており、特に神経終末において豊富である (Maroteaux et al., 1988) ことから、
神経可塑性や神経伝達の制御、シナプス小胞の動態に関与していると考えられる。
例えば、paired pulse 刺激による線条体神経終末からのドパミン放出の促進効果は 
αSyn 欠損により増加し、グルタミン酸放出の促進効果は αSyn 欠損により抑制さ
れる (Abeliovich et al., 2000; Watson et al., 2009)。また、初代培養神経細胞において 
αSyn をノックダウンすると、シナプス小胞の静止プールが減少する (Murphy et al., 
2000)。一方、幼若期における αSyn 欠損マウス脳の神経発達や分化、形態に顕著な
異常は見られない (Abeliovich et al., 2000)。したがって、αSyn は中枢神経系の発達
に必須ではないものの、神経活動依存的に神経伝達を制御していると考えられる。 
 αSyn の構造はそのアミノ酸配列から 3 つに区分され、正電荷を帯びた両親媒性
の N 末端 (1-60)、疎水性の非アミロイド β 成分 (non-amyloid component, NAC; 61-
95)、負電荷を帯びた親水性の C 末端 (96-140) からなる (Fig. 1-1)。N 末端から 
NAC にかけて不完全な繰り返し配列 (KTKEGV motif) が 7 つ存在しているが、
Lys 残基に富んだこの配列は apolipoprotein と類似しており、αSyn は脂質存在下で 
α-helix 構造をとる  (Mishra and Palgunachari, 1996)。これまでパーキンソン病 
(Parkinson’s disease; PD) 患者において  αSyn 遺伝子  (SNCA) の点変異が  6 つ 
(A30P, E46K, H50Q, G51D, A53T, A53E) 同定されているが、興味深いことにいずれ
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も  N 末端における変異である  (Polymeropoulos et al., 1997; Krüger et al., 1998; 
Zarranz et al., 2004; Appel-Cresswell et al., 2013; Lesage et al., 2013; Pasanen et al., 2014; 
Fig. 1-1)。PD 患者脳では αSyn が異常構造をとっており、これらの点変異が構造変
化に寄与していることが示唆される。NAC ドメインは αSyn の凝集に必須であり、
in vitro において同ドメインを欠損させると凝集しないこと、synuclein サブファミ
リーのひとつで同ドメインをもたない β-synuclein は凝集しないことが報告されて
いる (Giasson et al., 2001)。N 末端と異なり、酸性アミノ酸が豊富な C 末端は脂質
親和性をもたないが、リン酸化部位が豊富に存在し、1-1-4 項に示すように、特に 
Ser129 におけるリン酸化は病態において中心的な役割を担う (Fig. 1-1)。 
 
1-1-2. 神経疾患の病態における αSyn の役割 
 脳神経系における αSyn の蓄積を病理所見とする疾患はシヌクレイノパチーと
総称され、代表疾患として PD やレビー小体型認知症 (dementia with Lewy body; 
DLB)、多系統萎縮症 (multiple system atrophy; MSA) が挙げられる。PD や DLB で
は、神経細胞においてレビー小体と呼ばれる αSyn 陽性のタンパク質封入体が形成
される (Spillantini et al., 1997) ことから、レビー小体病と総称される。MSA はグリ
ア細胞における αSyn 陽性の封入体形成を特徴とする (Wakabayashi et al., 1998)。シ
ヌクレイノパチーにおける最も顕著な症状は振戦、筋固縮等のパーキンソン症状で
あるが、認知症や睡眠障害、抑うつ等幅広い症状を呈する (McKeith et al., 2005)。ま
た、中枢神経症状のみならず、便秘や起立性低血圧等の自律神経障害も頻発する 
(McKeith et al., 2005)。パーキンソン症状に対しては  levodopa (3,4-dihydroxy-L-
phenylalanine; L-DOPA) によるドパミン補充療法が行われている  (Cotzias et al., 
1969)。認知症に対しては、日本、フィリピン、タイのみではあるが Aricept (donepezil) 
が承認を受けている (Mori et al., 2012)。これらは対症療法であり、シヌクレイノパ
チーに対する疾患修飾療法は皆無である。 
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 PD の大部分は孤発性であるが、αSyn 遺伝子変異は家族性 PD の原因となる。
1997 年に発見された A53T 変異をはじめ、前項で述べた αSyn 変異が同定されて
いる。また点変異のほか、一部の PD 患者において αSyn 遺伝子の二重複、三重複
が同定されていることから、αSyn の蓄積がシヌクレイノパチー発症の根底にある
とされる (Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004)。シヌクレイノパチー脳に
おける αSyn は、次項に示す高次構造の変化や多様な翻訳後修飾を受けており、こ
れらが αSyn の毒性発現に関与しているとされている。 
 
1-1-3. シヌクレイノパチーにおける αSyn の構造変化 
 1-1-1 で述べたように、αSyn はシナプス小胞輸送等に関与する天然変性タンパク
質であり、脂質二重層と会合すると安定な α-helix 構造をとる。また、αSyn は生理
的条件下で tetramer 構造をとり得ることも示唆されているが、病態時のものとは異
なり凝集能をもたない (Bartels et al., 2011)。一方、シヌクレイノパチー病態におけ
る αSyn は凝集性のある異常な折り畳み構造をとり、中間体 (oligomer, protofibril) 
を経て fibril となり封入体を形成する。これらの構造変化は酸化ストレス下で惹起
され、thioflavin S 陽性の β シート構造をとり、細胞毒性を発揮する (Conway et al., 
2001; Qin et al., 2007)。αSyn fibril を培養細胞へ処置すると細胞死を引き起こし、げ
っ歯類の脳内へ注入するとドパミン神経脱落と運動機能障害を引き起こす 
(Paumier et al., 2015; Peelaerts et al., 2015)。αSyn oligomer や protofibril 等の中間体も
細胞毒性をもつ。これらの構造中間体は、in vitro において fibril よりも強くラット
脳由来膜画分に結合する (Ding et al., 2002)。脂質過酸化物と混合した αSyn は 
oligomer を形成し、ラット中脳由来初代培養神経細胞におけるドパミンおよび γ-
aminobutyric acid (GABA) の取り込みが顕著に抑制される (Qin et al., 2007)。αSyn 変
異体をコードするレンチウイルスをラット黒質へ注入すると、fibril を発現させる
変異体よりも oligomer を発現させる変異体によりドパミン神経が顕著に脱落する 
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(Winner et al., 2011)。αSyn の毒性本体は、成熟した fibril よりもむしろ中間体の 
oligomer や protofibril であるという仮説が主流になりつつあるが、総じてこれらの
凝集能をもつ構造体がシヌクレイノパチー発症の根底にあると推測される。 
 
1-1-4. リン酸化をはじめとする αSyn 翻訳後修飾の意義 
 シヌクレイノパチー病態における αSyn は、高次構造の変化のみならず種々の翻
訳後修飾を受けている。病態に関与する αSyn の翻訳後修飾として、リン酸化、酸
化、ニトロ化、ユビキチン化等が挙げられるが、本項ではシヌクレイノパチーとの
関連が最も大きい Ser 129 位のリン酸化について述べる。MSA を含め、シヌクレ
イノパチー患者脳では  αSyn の大部分がリン酸化修飾  (S129) を受けている 
(Fujiwara et al., 2002; Anderson et al., 2006)。正常脳ではリン酸化を受けている αSyn 
はわずか 4% 以下である (Fujiwara et al., 2002) ことからも、この翻訳後修飾が 
αSyn 病理形成において大きく寄与していると考えられる。S129 をリン酸化するキ
ナーゼとしては、G protein-coupled receptor kinase, casein kinase, polo-like kinase が同
定されている (Okochi et al., 2000; Pronin et al., 2000; Inglis et al., 2009)。 
 シヌクレイノパチー病態時の細胞環境と αSyn のリン酸化調節との関連因子と
して、酸化ストレスが挙げられる。ミトコンドリア電子伝達系の複合体 IV を構成
する synthesis of cytochrome oxidase 2 の欠損は酸化ストレスの亢進とミトコンドリ
ア機能障害を引き起こすが、同欠損細胞において polo-like kinase 2 の発現量が増加
する (Li et al., 2014)。また、鉄 (II) 処置により酸化ストレスを亢進させた細胞にお
いて、casein kinase 2 発現量と αSyn のリン酸化が増加する (Takahashi et al., 2007)。
αSyn の立体構造の変化とリン酸化、細胞毒性は密接な関係にある。In vitro におい
て、リン酸化 αSyn は非リン酸化体と比較してより多くの oligomer を形成する 
(Fujiwara et al., 2002)。αSyn を発現させた細胞では、酸化ストレス下で αSyn リン酸
化反応の亢進と封入体形成、界面活性剤に不溶な凝集体の形成が促進される。一方、
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リン酸化能を欠損した αSyn 変異体 (S129A) を発現させると、酸化ストレスを亢
進させてもこれらの αSyn 病理が形成されない (Smith et al., 2005)。G protein-coupled 
receptor kinase と αSyn を発現させたショウジョウバエでは、αSyn リン酸化反応の
亢進とドパミン神経脱落が見られるが、αSyn 129A 変異体を発現させると見られな





Fig. 1-1 Structure of αSyn monomer. 
αSyn is comprised of three regions: amphipathic N-terminus (1-60), hydrophobic and aggregation-
prone NAC region (61-95), and hydrophilic C-terminus (96-140). Mutations identified in familial PD 
and phosphorylation sites including S129 are rich in N-terminus and C-terminus, respectively. N-
terminus and NAC region contain imperfect KTKEGV repeats, which are contributed to lipid binding 
and α-helical conformations. NAC, non-amyloid component. 
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第 2 節 病原性 α-synuclein の伝播仮説 
 
1-2-1. シヌクレイノパチー病理における Braak 進展仮説 
 第 1 節で述べた αSyn の凝集や oligomer 形成、リン酸化等の病理は時空間的に
変化する。PD 患者の剖検脳では、レビー小体や神経脱落が顕著に見られる黒質以
外にも、高頻度で凝集体が観察される領域とそうでない領域があることから、Braak 





ら便秘等の胃腸障害を呈する (Savica et al., 2009)。次に病理が進展する脳幹－網様
体は睡眠・覚醒を、橋－青斑核はストレスや不安を制御しているが、睡眠障害や抑
うつ症状も同様にパーキンソン症状に先行して出現する (Leentjens et al., 2003; 
Postuma et al., 2009)。したがって、Braak の仮説に基づく αSyn 病理進展は、非運動
症状を含めた種々の症状の根底にあると考えられる。 
 
1-2-2. 病原性 αSyn のプリオノイド仮説 
 胎児由来の正常な中脳ドパミン神経組織を PD 患者の線条体へ移植したところ、
移植組織にレビー小体が検出された (Kordower et al., 2008; Li et al., 2008)。すなわち、
αSyn は細胞をこえてプリオン病のように病原性を感染させるというプリオノイド
仮説が提唱され、Braak らによる脳内 αSyn 病理の広がりがさらに支持された。こ
の現象は培養細胞、個体レベルでよく再現されており、病原性 αSyn 処置により内
在性 αSyn のリン酸化や凝集が見られ、個体レベルでは数か月から 1 年スケール
でパーキンソン症状が現れる (Luk et al., 2012; Masuda-Suzukake et al., 2013; Paumier 
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et al., 2015; Peelaerts et al., 2015)。これらのモデルの樹立により、シヌクレイノパチ
ー病態における病原性 αSyn 伝播機構の解明が行われている。 
 
1-2-3. 病原性 αSyn の神経細胞間伝播機構と脳関門を介した取り込み・排出 






1-2-3-1. αSyn の取り込み・細胞内移行 
 これまでの報告から、外来性 αSyn はエンドサイトーシスやマクロピノサイトー
シス、細胞表面に発現するタンパク質の受容体様のはたらきによって細胞内移行す
ることが示唆されている。培養細胞への dynamin 阻害剤処置により、αSyn の細胞
内移行が抑制される (Samuel et al., 2016)。また、糖タンパク質である heparan sulfate 
proteoglycan (HSPG) は細胞表面で αSyn と結合してマクロピノサイトーシスによ
る細胞内への移行を媒介する (Holmes et al., 2013)。HSPG との結合には Lys, Arg 残
基に富んだ正電荷のヘパラン硫酸結合ドメインを必要とするが、αSyn は構造中に
このドメインを含んでおり、ヘパリン処置により HSPG との結合を競合阻害する
と細胞内移行が抑制される (Holmes et al., 2013)。αSyn 取り込みに関与するその他
の細胞表面タンパク質として、lymphocyte-activation gene 3 (LAG3) が同定された 
(Mao et al., 2016)。LAG3 は αSyn monomer には結合せずに病原性 αSyn fibril に高
い親和性をもつ。αSyn fibril との結合ドメインも同定されており、そのドメイン欠
損により αSyn fibril の細胞内移行が抑制される (Mao et al., 2016)。また、カテコラ
ミン神経系の脂質ラフトに高発現する足場タンパク質 flotillin-1 の関与が報告され
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ている (Kobayashi et al., 2019)。αSyn がエンドサイトーシスにより取り込まれる際、
flotillin-1 は dopamine transporter (DAT) と会合して αSyn とともにエンドソームに
取り込まれる。その後、DAT はリサイクリングエンドソームにより細胞膜へ輸送さ
れる一方、αSyn/flotillin-1 は後期エンドソームへ取り込まれ細胞内に残存する。 
 細胞内移行後、一部の  αSyn は  EEA1, Rab5, Rab7, LAMP1, p62 と共局在し 
(Gribaudo et al., 2019; Kobayashi et al., 2019)、bafilomycin A1 を処置すると αSyn は
細胞内で蓄積して封入体を形成する (Watanabe et al., 2012) ことから、細胞内移行し
た αSyn は後期エンドソームを経てオートファジー・リソソーム系で分解されると
考えられる。興味深いことに、PD 患者では LRRK2, GBA 等のエンドソーム、リソ




1-2-3-2. 内在性 αSyn への病原性の感染 






(Wiethoff et al., 2005)。第 1 節で述べたように、αSyn の N 末端は両親媒性ドメイ
ンである (Fig. 1-1)。Freeman らはこのことに着目し、αSyn が細胞内移行後にリソ
ソーム膜を溶解し、細胞質において cathepsin B 依存的な活性酸素種の増加と炎症
反応の亢進を引き起こすと報告した (Freeman et al., 2013)。αSyn による小胞膜の溶
解はエンドソームでも生じるが、これらの現象は fibril 等の病原性のある strain で
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のみ生じ、家族性 PD で見られる αSyn 変異やそのリン酸化によって亢進する 
(Samuel et al., 2016; Flavin et al., 2017)。すなわち、シヌクレイノパチー病態において、
細胞内移行した病原性 αSyn の一部はエンドソームやリソソームを介した分解を
回避して細胞質へ漏出し、内在性 αSyn に直接病原性を感染させると考えられる。 
 
1-2-3-3. 細胞内 αSyn のオートファジー・リソソームを介した分解機構 
 リソソームに残留した αSyn の一部はオートファジー・リソソーム系による分解
を受ける。シャペロン介在性オートファジーでは、Hsc70 が基質の KFERQ モチー
フを認識し、LAMP2A を介してリソソームで分解する (Dice, 1990) が、αSyn はア
ミノ酸配列中に KFERQ モチーフを含む。αSyn は LAMP2A と結合してシャペロ
ン介在性オートファジーの基質となる一方、家族性 PD で見られる αSyn 変異体 
(A30P, A53T) は LAMP2A と結合したまま、自身の取り込みを阻害し膜表面で留ま
る (Cuervo et al., 2004)。また、αSyn oligomer や病態で見られる翻訳後修飾を受けた 
αSyn は、シャペロン介在性オートファジーによる分解が抑制され、ドパミンが付加
した αSyn はこのオートファジー活性そのものを阻害する (Martinez-Vicente et al., 
2008)。さらに、神経変性疾患に罹患していない人やアルツハイマー病患者と比較し
て、PD 患者脳では LAMP2 および Hsc70 の発現量が減少する (Alvarez-Erviti et al., 
2010)。すなわち、シヌクレイノパチー病態ではシャペロン介在性オートファジーで
分解されない αSyn strain が増加するとともに、分解機能自体が低下する。また、病
原性 αSyn 処置後、培養細胞内でリン酸化 αSyn と p62, LC3 が共局在することか
ら、オートファゴソームに取り込まれてマクロオートファジーの基質となることも
示唆される (Tanik et al., 2013)。一方、rapamycin 処置によりオートファジーを活性
化させると、界面活性剤に可溶性の αSyn は減少するが、不溶性の αSyn 凝集体は
分解されずに細胞内に留まる (Tanik et al., 2013) ことから、病原性 αSyn はオート





1-2-3-4. 細胞内 αSyn のユビキチン・プロテアソームを介した分解機構 
 PD, DLB 患者の剖検脳におけるレビー小体はかつて抗ユビキチン抗体により検
出されていた (Kuzuhara et al., 1988) が、その後の αSyn に対する免疫組織化学によ
り、ユビキチン化を受けている αSyn はリン酸化も受けていること、αSyn のユビ
キチン化がレビー小体の形成には必須ではないことが示されている (Hasegawa et 
al., 2002; Sampathu et al., 2003; Anderson et al., 2006)。したがって、αSyn のユビキチ
ン化はリン酸化や線維化後に生じる現象であり、ユビキチン・プロテアソーム経路
による分解を誘導する過程で生じると考えられている。しかしながら、可溶性 αSyn 
oligomer や凝集した αSyn fibril はプロテアソーム 19S, 20S サブユニットに結合し
て 26S サブユニットの活性を阻害する (Snyder et al., 2003; Lindersson et al., 2006) 
ことから、ユビキチン・プロテアソーム系のみでは十分に病原性 αSyn を分解でき
ないと考えられる。この阻害効果は αSyn monomer で低いことからも、この分解系
の機能障害は病態特異的なものであると考えられる。実際、プロテアソーム 19S, 
20S サブユニットの構成タンパク質発現量と活性は、神経疾患罹患歴のない人と比
較して、PD, DLB 患者の大脳皮質や黒質緻密部で減少している (McNaught and 
Jenner, 2001; McNaught et al., 2002; Alghamdi et al., 2017)。 
 
1-2-3-5. 軸索を介した αSyn の細胞間輸送 
 細胞内で病原性を獲得し、分解から逃れた αSyn の一部は、さらに別の細胞へ移
行し得る。αSyn fibril をげっ歯類の脳内へ注入すると、特に注入部位と神経投射を
形成する部位でリン酸化 αSyn が検出される (Luk et al., 2012; Masuda-Suzukake et al., 
2013; Paumier et al., 2015; Peelaerts et al., 2015)。マイクロ流体デバイスを用いて培養
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細胞の細胞体と軸索を区画化することで軸索輸送の動態がモニターされており、
αSyn は順行性、逆行性の両方向に軸索輸送される (Brahic et al., 2016)。左右脳を連
結する軸索が収束している脳梁を切断すると対側への  αSyn 伝播が減少する 
(Okuzumi et al., 2018) ことからも、αSyn の細胞間伝播機構のひとつとして軸索輸送
が挙げられる。軸索輸送される αSyn が、単独の集合体として存在するのか、他の
タンパク質と同様に小胞に取り込まれて cargo 内に存在するのかは不明である。 
 
1-2-3-6. トンネルナノチューブを介した αSyn の輸送 
 近年、αSyn の細胞間伝播を担う経路としてトンネルナノチューブが提唱された。
トンネルナノチューブは主に F-actin により構成される直径 10-100 nm スケール
の極小さいトンネルであり、一過性に細胞間で形成され、オルガネラやウイルス、
カルシウム輸送等に関わる (Rustom et al., 2004; Abounit and Zurzolo, 2012)。αSyn を
処置した培養細胞のモニターにより、トンネルナノチューブを介して αSyn が輸送
され、細胞間を伝播することが示されている (Abounit et al., 2016)。 
 
1-2-3-7. エキソサイトーシスを介した αSyn の細胞外輸送 
 Lee らは ubiquitin-specific protease 19 を介したミスフォールディングタンパク質
の細胞外分泌機構を提唱した。シャペロン活性をもつ ubiquitin-specific protease 19 
は、ミスフォールディングタンパク質を小胞体へリクルートして脱ユビキチン化し、
後期エンドソームへ輸送することでエキソサイトーシスを媒介する (Lee et al., 
2016)。先に述べたように、シヌクレイノパチーにおいて αSyn はユビキチン化を受
けているがプロテアソーム活性は低下している。このような病態時に、ubiquitin-
specific protease 19 はユビキチン・プロテアソーム系と競合して細胞外分泌を促進す
る機能を果たしていると考えられる。一方、αSyn はエンドサイトーシスの基質とな
るため、この分泌経路は病原性 αSyn の細胞間伝播をも媒介し得る。また、PD, DLB 
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患者のみならず健常者の脳脊髄液より αSyn が検出される (El-Agnaf et al., 2003) こ
とから、αSyn は病態の有無にかかわらず一定量細胞外へ分泌されていると考えら
れる。脳脊髄液中の αSyn oligomer 量および oligomer/monomer 比は PD 患者で増
加する (Tokuda et al., 2010) が、より凝集した fibril 等の strain についてはわかっ
ていない。すなわち、αSyn 凝集体が細胞外へ分泌される際に解離、可溶化されて 
oligomer として存在するのか、細胞外で monomer から oligomer が形成されるの
かは不明である。 
 培養細胞より培地へ分泌される αSyn はエクソソームに含まれていることが示
唆されている (Emmanouilidou et al., 2010; Alvarez-Erviti et al., 2011)。一方で、同様の
培養系実験で得られた培地中のエクソソームには αSyn は検出されないという報
告もあり (Hasegawa et al., 2011)、αSyn の細胞外分泌とエクソソームの関連につい
ては不明な点が多い。 
 
1-2-3-8. 脳関門を介した中枢 αSyn の取り込み・排出機構 
 成体の末梢組織における αSyn は、mRNA 量は骨髄が脳に次いで多く、その他の
末梢組織においては微量に存在している。タンパク質レベルでは腎臓で高く、骨髄
や 結 腸 等 に も 発 現 し て い る  (Uhlén et al., 2015; The Human Protein Atlas; 
https://www.proteinatlas.org/)。脳脊髄液中で αSyn が検出されることを前項で述べた
が、血漿中の αSyn 濃度は脳脊髄液中よりも 1 オーダー以上高く、血中の αSyn は
ほぼすべて赤血球に含まれる (Barbour et al., 2008; Hong et al., 2010; Shi et al., 2010)。
末梢において mRNA レベルは微量であるにもかかわらずタンパク質レベルは比較
的高い組織があること、脳における発現量が圧倒的に高いこと、脳脊髄液や血中に 
αSyn が存在することから、末梢における αSyn は脳から排出されたものを多く含
むと考えられる。 
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 血中に αSyn が豊富に含まれることから、脳内への取り込みおよび脳外への排出
機構に血液脳関門が関与すると考えられる。実際に、げっ歯類に末梢投与した αSyn 
は脳内で検出され、αSyn は飽和性輸送機構にしたがい血液脳関門を双方向へ通過
する (Sui et al., 2014; Peelaerts et al., 2015)。PD 患者脳の線条体では赤血球が血管外
へ漏出しており、血液脳関門の破綻が示唆される (Gray and Woulfe, 2015)。これま
で、脳内から血中への amyloid β の排出には p-glycoprotein (P-gp) および low-
density lipoprotein receptor related protein 1 (LRP1) が関与しているとされてきた 
(Shibata et al., 2000; Lam et al., 2001)。αSyn を脳室内投与すると amyloid β の排出が
抑制されること、P-gp の基質である cyclosporine を処置しても αSyn の排出は抑
制されない (Sui et al., 2014) ことから、αSyn の排出は LRP1 が担っていると考え
られる。一方、シヌクレイノパチー患者脳における P-gp の機能は病態初期には正
常であるものの、進行後に低下することが示唆されている (Bartels et al., 2008a; 
Bartels et al., 2008b)。また、ドパミン神経毒投与モデル、αSyn 注入モデル、PD 患者
の脳内では P-gp 量が減少していることも最近報告されたが (Kim et al., 2020)、P-gp 
を介して脳内から αSyn を排出する証明はされていない。血液脳関門を介した 
αSyn の輸送には、血液脳関門の実体である内皮細胞とその機能維持に重要な周皮
細胞およびアストロサイトがそれぞれ関与している。ラット初代内皮細胞、周皮細
胞で構築した血液脳関門の培養モデルにおいて、反管腔側へ αSyn monomer を処置
すると、内皮細胞の透過性が亢進するとともに周皮細胞より種々の炎症メディエー
ターが放出される (Dohgu et al., 2019)。この透過性亢進は内皮細胞単独培養で αSyn 
を処置しても生じない。したがって脳から血液への αSyn 排出は、はじめに αSyn 
が周皮細胞へ作用して炎症を惹起し、内皮細胞の透過性が亢進することで行われる
と考えられる。 
 血液脳関門に存在する glucose transporter 1, monocarboxylate transporter 1, organic 
anion transporting polypeptide 2 および 14 等による脳内への αSyn 取り込みに関し




まれることも報告されている (Shi et al., 2014; Matsumoto et al., 2017)。また、ヒト赤
血球由来の細胞外小胞をマウスへ静脈注射すると、血液脳関門の基底膜に接するア
ストロサイトの突起部に細胞外小胞由来の αSyn oligomer が検出され、グルタミン
酸トランスポーターと相互作用してその機能を阻害し、神経シナプスが減少する 
(Sheng et al., 2020)。αSyn 転写の活性化因子として GATA-1 が同定されている。
GATA-1 は中枢神経細胞には発現せず、赤血球に高発現する (Scherzer et al., 2008)。
また、GATA-2 も αSyn の転写活性化因子として機能するが、興味深いことにその
発現は赤血球のほか、シヌクレイノパチーの主要な病変部位である黒質と前頭皮質
に高発現する (Scherzer et al., 2008)。そのほかの末梢組織における発現や αSyn の転
写制御、シヌクレイノパチー患者における発現量や機能変動は不明であるが、赤血
球と脳の間で αSyn の産生と輸送の双方が行われていると考えられる。PD 患者由
来の赤血球には αSyn oligomer が高濃度で存在する (Sheng et al., 2020) ことから、
赤血球で産生された αSyn も脳と同様に oligomer を形成し、脳内へ輸送される前
に毒性を獲得している可能性もある。Lipopolysaccharide により炎症を惹起させると
脳内への細胞外小胞の取り込みが促進される (Matsumoto et al., 2017) ことから、血
液から脳内への αSyn 取り込みにおいても炎症が関与すると考えられる。また、病
原性  αSyn を処置した内皮細胞および  PD 患者剖検脳では、occludin, zona 
occludens-1 の発現量が低下している (Kuan et al., 2016)。したがって、シヌクレイノ
パチー脳における慢性的な神経炎症や内皮細胞の密着結合の減弱が、血液脳関門の
透過性亢進による双方向への αSyn 輸送に寄与していると考えられる。 
 そのほかの関門として、血液脳脊髄液関門、血液脊髄関門および血液クモ膜関門
が挙げられる。先に述べたように、脳脊髄液中の αSyn 濃度は血中濃度よりも 1 
order 以上低い。したがって、脳脊髄液中に αSyn クリアランス機構が存在する場




ヒト  αSyn を発現するトランスジェニックマウスでは発現が認めらない 
(Mollenhauer et al., 2012)。また、ヒト脳脊髄液を濃度勾配抽出して αSyn やアルブミ
ン、β-trace protein, neuron specific enolase の濃度を測定した結果から、脳脊髄液中の 
αSyn は内因性でも血中から排出されたものでもなく、中枢神経細胞のエキソサイ
トーシスに由来すると考えられている (Mollenhauer et al., 2012)。血液脊髄関門およ
び血液クモ膜関門における αSyn の輸送については未だ報告がない。 
 以上、これまで報告されてきた αSyn の細胞間伝播機構について Fig. 1-2 に、脳
関門を介した αSyn の取り込み、排出について Fig. 1-3 に示す。 
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Fig. 1-2 Schematic illustration of cell-to-cell propagation of pathogenic αSyn. 
(A) Dotted rectangles depict hotspots of αSyn propagation represented in (B-D). (B) Mechanisms of 
the internalization, pathogenic propagation, degradation, and secretion of exogenous αSyn. Pathogenic 
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αSyn is taken up into cells by endocytosis, which is partly mediated by membrane-associated proteins. 
The pathogenic αSyn is subjected to autophagy-lysosome system; however, αSyn could disrupt 
endocytic and lysosomal vesicles by its amphipathic domain, and be followed by cathepsin B-
dependent generation of reactive oxygen species and inflammation. Oxidative stress triggers αSyn 
conformational changes and posttranslational modifications including phosphorylation at S129. Those 
escaping from the degradation may by secreted by exocytosis, and the remaining ones interact with 
endogenous soluble αSyn to seed them into insoluble/aggregated species. While αSyn is ubiquitinated 
at this stage, the cytotoxic species break down ubiquitin-proteasome system, so that they could not be 
degraded efficiently by this system. Autophagy-lysosome system is also impaired and could not fully 
degrade pathogenic αSyn including endogenous species. Instead, misfolding-associated protein 
secretion pathway is driven to deubiquitinate αSyn by ubiquitin-specific protease 19 on the 
endoplasmic reticulum to transport them into late endosome. Exosomes including pathogenic αSyn 
are also thought to be participated in their exocytosis. (C) The pathogenic αSyn is likely to 
transcellularly spread through axons. They could be transported both anterogradely and retrogradely 
along motor proteins (kinesin and dynein) and microtubules. (D) Recent studies have shown that αSyn 
could be transported through tunneling nanotubes, which transiently connect cells. It remains unclear 
whether αSyn is transported as naked forms or in transport vesicles throughout these events. αSyn, α-
synuclein; DAT, dopamine transporter; HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LAG3, lymphocyte-
activation gene 3; ROS, reactive oxygen species. Adapted from “Endocytic Pathway with 
Macropinocytosis and Phagocytosis”, by BioRender.com (2021). 
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Fig. 1-3 Schematic illustration of αSyn influx/efflux via blood-brain barriers. 
(A) Schematic illustration of blood-brain barriers and the cross section. (B) Erythrocytes contain 
almost all of αSyn in the blood. Erythrocytes express GATA-1 and GATA-2, transcription promoting 
factors for αSyn gene SNCA. Extracellular vesicles secreted from erythrocytes contain αSyn with both 
monomeric and oligomeric forms. (C) Although molecules transporting αSyn from blood to brain have 
not been identified, αSyn could permeate from blood to brain both freely and in the extracellular 
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vesicles. Blood-brain barriers are broken down in PD brain, which might be due to pathogenic αSyn-
induced impaired tight junctions and neuroinflammation. Astrocytes could also take up αSyn, and 
oligomeric αSyn interacts with glutamate transporters at processes to impair their function. The 
resultant concentrated glutamate at synapse increases neurotoxicity and induces synapse loss. When 
αSyn is released from neurons by exocytosis, pericytes interact with them to release inflammatory 
mediators, which increases endothelial permeability. LRP1 is thought to efflux αSyn from brain to 
blood. Although the levels and the function of P-gp are affected under the pathological condition, there 
is no evidence that αSyn is a substrate of P-gp. LRP1, low-density lipoprotein receptor related protein 
1; P-gp, p-glycoprotein. Created with BioRender.com. 
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の機能を担う (Kitajka et al., 2004; Serhan, 2007; Bannenberg and Serhan, 2010)。脂肪酸
のうち、多価不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acid; PUFA) の一部は動物の体内で
合成できないため、食事等から摂取する必要がある。PUFA の過不足は種々の機能
障害や神経症状、疾患発症リスクの増加につながる。コホート研究のメタ解析によ
り、n-3 系 PUFA であるドコサヘキサエン酸 (22:6) を日常的に摂取しているとア
ルツハイマー病を含む認知症の発症リスクが低下すると報告された (Zhang et al., 
2016)。また、臍帯血における n-6/n-3 PUFA の比が高いほど、出生後の発達障害の
発症リスクが上昇する (Steenweg-De Graaff et al., 2016; López-Vicente et al., 2019)。こ
のように、PUFA の摂取不足や偏りは生体機能に多様な影響を及ぼす。 
 
1-3-2. 脂肪酸による αSyn 毒性発現の調節 
 PUFA は  αSyn の毒性にも影響を及ぼす。PUFA は  αSyn に結合し、その 
oligomer 形成を促進する (Perrin et al., 2001; Sharon et al., 2001; Sharon et al., 2003)。 
αSyn を発現させた中脳ドパミン神経細胞様の MES23.5 細胞へ脂肪酸を処置する
と、飽和脂肪酸存在下で αSyn oligomer は減少する一方、PUFA 存在下では増加す
る (Sharon et al., 2003)。PUFA による αSyn oligomer 形成の促進効果は、PUFA の不
飽和度が高いほど、炭素鎖が長いほど大きい。また、家族性 PD 患者で見られる 
αSyn 変異体 (A53T) を発現するマウスにドコサヘキサエン酸を摂取させると、脳
内で不溶性 αSyn 量が増加しシナプスタンパク質が減少する (Yakunin et al., 2012)。
ヒト病態においても脂肪酸の関与が示唆されており、認知症でない人、PD 患者、
DLB 患者の剖検脳において、脂質画分における αSyn oligomer は PD, DLB 患者で
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のみ検出された (Sharon et al., 2003)。また、国内の疫学調査では、n-6 系 PUFA で
あるアラキドン酸 (20:4) の摂取量が多いほど PD の発症リスクが増加することが
示唆されている (Miyake et al., 2010)。 
 
1-3-3. 脂肪酸結合タンパク質の生理機能 
 アラキドン酸やドコサヘキサエン酸等の PUFA は水に不溶性であり、自身を可溶
化して適切な細胞内小器官へ輸送するキャリアを必要とする。この機能を担う分子
が脂肪酸結合タンパク質 (fatty acid-binding protein, FABP; Coe and Bernlohr, 1998) で
ある。FABP は 130 前後のアミノ酸残基からなる小分子ファミリーであり、12 種
類のアイソフォームが同定されている。ヒトでは 10 種類のアイソフォームが保存
されており、初めに発見された器官にちなみ liver-, heart-, adipocyte-type 等とも称さ
れる (Hertzel and Bernlohr, 2000; Furuhashi and Hotamisligil, 2008; Liu et al., 2008)。
FABP ファミリーは、それぞれの発現分布や親和性の高い脂肪酸の種類にある程度
の特異性がある。 
 脳神経系では FABP3, 5, 7 の 3 種類が発現している (Table 1)。FABP3 は出生後
に発現しはじめ成体脳においても成熟神経細胞に発現している。一方 FABP5, 7 は
胎生期から出生前後にかけて発現ピークを迎え、その細胞種はグリア細胞、神経幹
細胞・前駆細胞が主である (Owada et al., 1996; Owada, 2008; Matsumata et al., 2012)。
親和性の高い脂肪酸としては、FABP3 はアラキドン酸等の n-6 系 PUFA、FABP7 
はドコサヘキサエン酸等の n-3 系 PUFA が挙げられ、FABP5 は PUFA と比較し
てステアリン酸 (18:0) やパルミチン酸等の飽和脂肪酸への親和性が高い (Hanhoff 
et al., 2002; Armstrong et al., 2014)。 
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Table 1-1. Physiological and neural functions of FABP isoforms expressed in mammalian brain. 
 
↑ and ↓ denote increase and decrease in the gene-deficient mice, respectively. The table was a summary 
of previous reports (Owada et al., 1996; Binas et al., 1999; Hanhoff et al., 2002; Owada et al., 2006; 
Watanabe et al., 2007; Owada, 2008; Matsumata et al., 2012; Armstrong et al., 2014; Shimamoto et 
al., 2014; Yabuki et al., 2018; Yamamoto et al., 2018). FABP, fatty acid-binding protein. 
 
 胎生期での発現、神経前駆細胞における発現から、FABP5, 7 は神経精神疾患との
関連が示唆されている (Table 1)。FABP7 欠損マウスは不安の亢進や統合失調症様
の行動を示し、海馬歯状回における神経新生が低下している (Owada et al., 2006; 
Watanabe et al., 2007)。一部の統合失調症患者や自閉症患者では Fabp5, Fabp7 の変
異 (loss-of-function) が同定されている (Shimamoto et al., 2014)。FABP5 欠損マウス
では顕著な行動障害は見られないが、FABP7 と共欠損させるとストレス誘発性のコ
カイン依存と血中コルチコステロン濃度の上昇が見られない (Hamilton et al., 2018)。
したがって、FABP5 は FABP7 と共にストレス誘発に関与していると考えられる。 
 一方 FABP3 は心臓における発現量が高いため、心疾患との関連が示唆されてい
る。例えば FABP3 欠損マウスでは心筋細胞内へのアラキドン酸やパルミチン酸の
取り込みが減少しており、老齢マウスでは心肥大が見られる (Binas et al., 1999; 
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Murphy et al., 2004)。その他当研究室での先行研究も含め、脳神経機能にも関与して
いる。線条体において FABP3 はコリン作動性介在神経細胞およびグルタミン酸神
経終末に局在しており、FABP3 はドパミン D2 受容体と相互作用し、D2 受容体遮
断薬 haloperidol に対する感受性が FABP3 欠損マウスで亢進する (Takeuchi and 
Fukunaga, 2003; Shioda et al., 2010)。これらの知見から、FABP5 や FABP7 と同様に、




標的となり得ると考えられる (Yabuki et al., 2018; Yamamoto et al., 2018)。一方、次項
に示すように FABP3 はシヌクレイノパチーへの関与も示唆されている。 
 
1-3-4. シヌクレイノパチーにおける FABP3 の関与 
 神経変性疾患に罹患していない人と比較して、PD 患者死後脳では黒質における 
FABP3 の発現量が増加していた (Basso et al., 2004)。また、アルツハイマー病患者
や認知症を発症していない神経疾患患者と比較して、PD, DLB 患者では血清中の 
FABP3 量が増加している (Wada-Isoe et al., 2008)。Mollenhauer らはさらに詳細な疾
患別の解析を行っており、アルツハイマー病患者や認知症を発症していない神経精
神疾患患者、認知症を伴わない PD 患者と比較して、DLB 患者や認知症を伴う PD 
患者では血清 FABP3 量が増加していることを明らかにした (2007)。一方、脳脊髄
液中の FABP3 量を比較すると、アルツハイマー病および DLB で高く PD で低い
とされており、さらに他の発症要因タンパク質の測定と組み合わせることでこれら
神経変性疾患の鑑別が可能になることが示唆されている (Chiasserini et al., 2017)。以
上の臨床的知見より、特に認知症を伴うシヌクレイノパチーにおいて FABP3 がバ





て FABP3 が高発現することが明らかになっており (Shioda et al., 2014)、PD 神経病
理に FABP3 がどのように関与するか着目した。ドパミン神経毒 1-methyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) 投与による PD モデルマウスの黒質ドパミン神経細胞内
で FABP3 と αSyn が共凝集すること、FABP3 欠損マウスでは αSyn の oligomer 
形成と神経脱落が抑制され、パーキンソン症状が抑制されることを明らかにした 
(Shioda et al., 2014)。さらに、FABP3 を発現させた培養細胞に対し、FABP3 の基質
であるアラキドン酸と MPTP の活性代謝物 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) を
共処置すると細胞死が誘導されるが、脂肪酸結合能をもたない FABP3 変異体 
(F16S; Zimmerman et al., 1999) を発現させると細胞死は抑制される (Shioda et al., 
2014)。これらの現象から、PUFA による αSyn の oligomer 形成や凝集は、生体に
おいて FABP3 を介して行われると考えられる。そこで当研究室では、FABP3 に対
する PUFA の結合を競合阻害する化合物により、αSyn の毒性発現を抑制できると
いう仮説のもと、FABP3 へ高い親和性をもつ化合物を創製した。FABP4 に親和性
をもつ既知の化合物 BMS309403 を構造展開して 1,3,5-triphenylpyrazole 誘導体を
合成し、FABP3 への親和性が高い MF1 (4-(2-(1-(2-chlorophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-
3-yl)phenoxy)butanoic acid) と親和性の低い MF4 (4-(2-(1-(2-methoxyphenyl)-5-phenyl-
1H-pyrazol-3-yl)phenoxy)butanoic acid) を同定した (Beniyama et al., 2013; Fig. 1-4)。
MF1 (1 μM) は FABP3 と αSyn を共発現させた培養細胞において、アラキドン酸
処置による αSyn oligomer 形成を阻害した (Cheng et al., 2019)。以上の先行研究によ
り、FABP3 が黒質ドパミン神経において αSyn の病理形成を媒介すること、FABP3 
リガンド MF1 は培養細胞系において αSyn 病理形成を抑制することが明らかに
なった。 





Fig. 1-4 Chemical structures of FABP4 ligand BMS309403 and novel FABP ligands. 
MF1, 4-(2-(1-(2-chlorophenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl)phenoxy)butanoic acid; MF4, 4-(2-(1-(2-
methoxyphenyl)-5-phenyl-1H-pyrazol-3-yl)phenoxy)butanoic acid. 
 
 培養細胞において FABP3 リガンド MF1 が αSyn の oligomer 形成を阻害した
が、個体レベルでの効果は不明である。したがって私は、シヌクレイノパチーにお
ける治療標的として FABP3 の有用性を示すためには、MPTP 投与マウスのような
典型的な PD モデル動物を用いて、αSyn の蓄積や oligomer 形成、黒質ドパミン神
経の脱落やパーキンソン症状に対する MF1 の薬効を評価する必要があると考えた。
また、第 1 章第 2 節で述べたように、シヌクレイノパチーでは αSyn の病原性が
プリオン様に細胞間を伝播していくが、MPTP モデルにおける αSyn 病理はほぼ黒
質ドパミン神経に限局される (Kühn et al., 2003)。そこで、αSyn 脳内伝播を再現す
るモデル動物を用いることで、PD のみならずシヌクレイノパチー全般において 
FABP3 がどのように寄与しているか明らかにすることができると考えた。 
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第 4 節 本研究の目的 
 以上の背景より、未だ根本治療法が確立されていないシヌクレイノパチーに対し、
FABP3 を治療標的として提唱することを目指した。これを達成するため、本研究で
は以下の 2 つを目的とした。 
 
1. MPTP 投与マウスのパーキンソン症状や、αSyn の蓄積をともなう黒質ドパミ
ン神経変性に対する FABP3 リガンド MF1 の有効性を示すこと (第 2 章) 
 
2. 病原性 αSyn の伝播における FABP3 の機能を解明し創薬標的として提唱する
こと (第 3 章～第 5 章) 
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第 2 章 MPTP 投与マウスのパーキンソン症状と黒質ドパミン神
経における α-synuclein 蓄積に対する FABP3 リガンドの薬効評価 
 
第 1 節 序論 





にすることを目指した。その一環として、ドパミン神経毒 MPTP 投与による PD モ
デルマウスを用いて FABP3 リガンドの薬効評価を行った。 
 脂溶性が高く monoamine 構造をもつ MPTP は血液脳関門を通過した後、グリア
細胞に発現する monoamine oxidase-B により代謝される (Chiba et al., 1984)。その酸
化代謝物で毒性本体の MPP+ は DAT への親和性が高く、ドパミン神経に取り込ま
れる (Javitch et al., 1985)。ミトコンドリア電子伝達系の複合体 I より産生される 
NAD+ と MPP+ は構造上類似しており、MPP+ は複合体 I に親和性をもつ。MPP+ 
は酸素消費の state 3 を阻害しピルビン酸やグルタミン酸の酸化を抑制して ATP 
合成を阻害する (Nicklas et al., 1985; Mizuno et al., 1987)。同時に、MPP+ による複合
体 I の機能障害により電子伝達も阻害され、superoxide が産生し酸化ストレスが亢
進する (Hasegawa et al., 1997)。MPTP は ATP 産生の低下と酸化ストレスによって
ドパミン神経細胞死を引き起こし、パーキンソン症状を惹起する。 
 本章では、MPTP 投与マウスにおけるパーキンソン症状、ドパミン神経脱落、αSyn 
毒性に対する薬効を、FABP3 リガンドおよび現在のパーキンソン症状に対する対
症療法薬 L-DOPA で比較した。 
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第 2 節 MPTP 投与マウスのパーキンソン症状に対する FABP3 リガンドの薬効
評価 
 パーキンソン症状に対する FABP3 リガンドの薬効を評価するため、5 日間の 
MPTP 投与を行った翌日から MF1 の慢性投与を行った。FABP3 の寄与をより明確
にするため、MF1 と同様の 1,3,5-triphenyl pyrazole 骨格を持ち、FABP3 に対する親
和性が低い MF4 の慢性投与も行った。さらに、既存の対症療法薬 L-DOPA の慢性
投与を行い、薬効評価の比較対象とした。MPTP 投与の 2 週間後から著しく運動機
能が低下する (Shioda et al., 2014) ことから、2, 3 週間後に運動機能を評価した (Fig. 
2-1)。 
 
Fig. 2-1 Experimental schedules in this study using MPTP-treated mice. 
Mice were divided into two groups and subjected to MPTP treatment and each experiment. While one 
group was subjected to behavioral analyses regarding motor function and pathological analyses 
(schedule 1), the other was subjected to behavioral analyses regarding cognitive function (schedule 2). 
Mice were administered with either MF1, MF4, or L-DOPA with indicated doses and routes. L-DOPA, 
3,4-dihydroxy-L-phenylalanine; MPTP, 1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine. 
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 ロータロッド試験において、回転するロッドから落下するまでの時間が MPTP 
投与により減少することを確認した (2 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; 
3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-2A, B)。L-DOPA (25 mg/kg/day) 
の慢性投与は、MPTP 投与による運動機能障害を対照群とほぼ同等のレベルまで改
善した (2 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-
treated MPTP group; Fig. 2-2A, B)。MF1 (0.3, 1.0 mg/kg/day) の慢性投与も同様に、
MPTP 投与マウスの運動機能障害を有意に改善した (2 weeks: p < 0.01 vehicle-treated 
MPTP group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-2A, B)。一方、
FABP3 に対する親和性が低い MF4 (1.0 mg/kg/day) を慢性投与しても、MPTP 投与
マウスの運動機能障害は改善されなかった (2 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline 
group and p > 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated 
saline group and p > 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-2A, B)。 
 ビームウォーキング試験においても、足を踏み外す回数が MPTP 投与により増
加した (2 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-
treated saline group; Fig. 2-2C, D)。L-DOPA (25 mg/kg/day) の慢性投与は、部分的では
あるものの MPTP 投与マウスの運動機能障害を改善した (2 weeks: p < 0.05 vs. 
vehicle-treated MPTP group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group and p < 0.05 
vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-2C, D)。MF1 (0.1, 0.3, 1.0 mg/kg/day) の慢性投与
は MPTP 投与による運動機能障害をほぼ完全に改善した (2 weeks: p < 0.01 vehicle-
treated MPTP group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-2C, D)。ロ
ータロッド試験と同様に、MF4 (1.0 mg/kg/day) を慢性投与しても MPTP 投与マウ
スの運動機能障害は改善されなかった (2 weeks: p > 0.05 vs. vehicle-treated saline 
group and p > 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; 3 weeks: p < 0.01 vs. vehicle-treated 
saline group and p > 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-2C, D)。なお、対照群マ
ウスの正常な運動機能に対し、MF1 の慢性投与は影響を与えなかった (Fig. 2-2)。






Fig. 2-2 Effects of FABP3 ligand MF1 on motor impairments in MPTP-treated mice. 
(A, B) Latency to fall in a rotarod task was measured at 2 and 3 weeks after MPTP treatment (n = 5-8 
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per group). Significant effects were detected in the latency to fall at 2 weeks, F(7, 45) = 9.733, p < 
0.0001; at 3 weeks, F(7, 45) = 9.453, p < 0.0001 in one-way analysis of variance  (ANOVA). (C, D) 
The number of foot slips in a beam-walking task was measured at 2 and 3 weeks after MPTP treatment 
(n = 5-8 per group). Significant effects were detected in the number of foot slips at 2 weeks, F(7, 45) = 
5.460, p < 0.0001; at 3 weeks, F(7, 45) = 10.437, p < 0.0001 in one-way ANOVA. *p < 0.05 and **p < 
0.01 vs. vehicle-treated saline group, respectively; #p < 0.05 and ##p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP 
group, respectively. L-DOPA, L-DOPA treatment (25 mg/kg, i.p.) treatment; MF1, MF1 (1.0 for saline 
group and 0.1, 0.3, or 1.0 mg/kg, p.o. for MPTP group) treatment; MF4, MF4 (1.0 mg/kg, p.o.) 
treatment; Veh, vehicle (carboxymethyl cellulose; CMC) treatment.  
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第 3 節 MPTP 投与マウスの黒質線条体ドパミン神経脱落と α-synuclein の蓄積
に対する FABP3 リガンドの薬効評価 
 MF1 の慢性投与により MPTP 投与マウスのパーキンソン症状が改善したこと
から、次に運動機能を制御する中脳黒質領域のドパミン神経の脱落と αSyn の蓄積
に対する薬効を評価した。MPTP 最終投与の 4 週間後に、αSyn とドパミン神経マ
ーカーである tyrosine hydroxylase (TH) の共染色を行い (Fig. 2-3A, C)、(1) TH 陽性
細胞数と、(2) TH 陽性細胞のうち、αSyn が細胞内に蓄積している細胞の割合をそ
れぞれ定量した。評価領域は黒質緻密部と腹側被蓋野に分けた。 
 MPTP 投与により、黒質緻密部の TH 陽性細胞が対照群のおよそ 50-60% まで
減少した (p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-3A, B)。MPTP 投与によるド
パミン神経脱落は、細胞内における αSyn の蓄積をともなっていた (p < 0.01 vs. 
vehicle-treated saline group; Fig. 2-3A, B)。パーキンソン症状に対する改善効果と一致
し、MF1 (0.3, 1.0 mg/kg/day) の慢性投与は黒質緻密部の TH 陽性細胞数の減少を抑
制した (0.3, 1.0 mg/kg: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-3A, B)。また、こ
の効果は αSyn の細胞内蓄積の阻害をともなっていた (0.3, 1.0 mg/kg: p < 0.01 vs. 
vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-3A, B)。一方、L-DOPA (25 mg/kg/day) は MF1 と
同様にパーキンソン症状を改善したにもかかわらず、これらの病変を抑制しなかっ
た (number of TH-positive cell: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; % of αSyn-positive 
cells: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-3A, B)。また、FABP3 への親和性
が低い MF4 (1.0 mg/kg/day) の慢性投与もこれらの病変を改善しなかった (number 
of TH-positive cell: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; % of αSyn-positive cells: p < 
0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-3A, B)。腹側被蓋野の神経病理に対する薬効
は黒質緻密部と一致しており、MF1 (0.3, 1.0 mg/kg/day) の慢性投与でのみ改善した 
(Number of TH-positive cell: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; % of αSyn-positive 
cells: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-3C, D)。 
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 次に免疫ブロットを行い、黒質およびその投射先の線条体における TH の発現量
を評価した。また、黒質における αSyn の発現量およびそのリン酸化反応 (S129) を
評価した。運動機能の低下 (Fig. 2-2)、黒質ドパミン神経の脱落 (Fig. 2-3) と一致し、
MPTP 投与マウスの黒質、線条体における TH 発現量は対照群と比較しておよそ 
50% 減少していた (黒質: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; 線条体: p < 0.01 vs. 
vehicle-treated saline group; Fig. 2-4A, B)。MPTP 投与マウスにおける TH 発現量の減
少は、MF1 の慢性投与 (1.0 mg/kg/day) で改善された (黒質: p < 0.05 vs. vehicle-
treated MPTP group; 線条体: p < 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-4A, B)。一
方、L-DOPA の慢性投与 (25 mg/kg/day) では改善されなかった (黒質: p < 0.01 vs. 
vehicle-treated saline group; 線条体: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-4A, 
B)。MPTP 投与は黒質における αSyn の発現量のみならず、リン酸化反応も増加さ
せた (αSyn: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; pαSyn: p < 0.01 vs. vehicle-treated 
saline group; Fig. 2-4A, B)。黒質ドパミン神経細胞における αSyn の蓄積に対する効
果と一致し、MF1 の慢性投与 (1.0 mg/kg/day) は αSyn の発現量およびリン酸化反
応の増加を抑制した (αSyn: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; pαSyn: p < 0.01 vs. 
vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-4A, B)。MPTP 投与による αSyn 病理は L-DOPA 
の慢性投与 (25 mg/kg/day) では改善されなかった (αSyn: p < 0.05 vs. vehicle-treated 
saline group; pαSyn: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-4A, B)。 
 以上の結果より、既存の対症療法薬 L-DOPA は αSyn の蓄積およびドパミン神
経脱落を抑制することなく、ドパミン放出を促進することでパーキンソン症状を改
善することが示唆された。一方、FABP3 リガンド MF1 は αSyn の蓄積を阻害する
ことでドパミン神経を保護し、パーキンソン症状を抑制することが示唆された。 
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Fig. 2-3 Effects of MF1 on αSyn accumulation and loss of dopaminergic neurons in MPTP-
treated mice. 
(A, C) Number of TH-positive cells (magenta) and αSyn (green) accumulated in TH-positive cell 
bodies were counted in the substantia nigra pars compacta (SNpc) (A) and the ventral tegmental area 
(VTA) (C), respectively at 4 weeks after MPTP treatment. Scale bar: 50 μm in merged panels and 10 
μm in high magnified panels, respectively. (B, D) Quantitative analyses of the number of TH-positive 
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cells (top) and the ratio of αSyn-accumulated TH-positive cells to total TH-positive cells (bottom) in 
the SNpc (B) and the VTA (D), respectively (n = 4-7 per group). (B) (top) Significant effects were 
detected in the number of TH-positive cells, F(6, 29) = 30.821, p < 0.0001 in one-way ANOVA. (bottom) 
Significant effects were detected in the ratio of αSyn-positive cells in TH-positive cells, F(6, 29) = 9.218, 
p < 0.0001 in one-way ANOVA. (D) (top) Significant effects were detected in the number of TH-
positive cells, F(6, 29) = 18.113, p < 0.0001 in one-way ANOVA. (bottom) Significant effects were 
detected in the ratio of αSyn-positive cells in TH-positive cells, F(6, 29) = 4.398, p < 0.01 in one-way 
ANOVA. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group, respectively; ##p < 0.01 vs. vehicle-
treated MPTP group. TH, tyrosine hydroxylase. 
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Fig. 2-4 Effects of MF1 on nigrostriatal dopaminergic denervation and αSyn 
upregulation/phosphorylation in MPTP-treated mice. 
(A) Representative images of Western blots probed with anti-TH, αSyn, and pαSyn antibodies in 
denatured condition from striatum (top) and SNpc + VTA (bottom) lysates at 4 weeks after MPTP 
treatment. (B) Quantitative analyses of protein levels related to β-actin (n = 4 per group). Significant 
effects were detected in expression levels in one-way ANOVA. (striatum-TH) F(3, 12) = 12.149, p < 
0.001; (SNpc + VTA-TH) F(3, 12) = 18.183, p < 0.0001; (SNpc + VTA-αSyn) F(3, 12) = 8.250, p < 0.01; 
(SNpc + VTA -pαSyn) F(3, 12) = 17.203, p < 0.001; *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. vehicle-treated saline 
group, respectively; #p < 0.05 and ##p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group, respectively. pαSyn, 
phosphorylated αSyn at S129. 
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第 4 節 MPTP 投与マウスの黒質における α-synuclein の oligomer 形成に対す
る FABP3 リガンドの薬効評価 
 MPTP 投与マウスにおける αSyn 毒性に対する MF1 の薬効をより明らかにす
るため、免疫ブロットにより αSyn の oligomer 形成を評価した (Fig. 2-5A)。MPTP 
投与マウスの中脳黒質領域において、αSyn monomer に対する oligomer の比が増加
していた (p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-5B)。また、MPTP 投与マウ
スの黒質ではリン酸化  αSyn の  oligomer も有意に増加していた  (p < 0.01 vs. 
vehicle-treated saline group; Fig. 2-5B)。MF1 の慢性投与 (1.0 mg/kg/day) はこれら 
αSyn oligomer の形成を阻害した  (αSyn: p < 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; 
pαSyn: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-5B)。L-DOPA の慢性投与 (25 
mg/kg/day) は、αSyn, pαSyn ともにその oligomer 形成を阻害しなかった (αSyn: p < 
0.01 vs. vehicle-treated saline group; pαSyn: p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 
2-5B)。以上の結果より、MPTP 投与マウスの黒質における  αSyn 総発現量 
(denatured condition; Fig. 2-4) の増加は oligomer の増加を表しており、MF1 の慢性
投与は αSyn oligomer 形成を阻害することによって αSyn 毒性からドパミン神経を
保護していると推測される。 
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Fig. 2-5 Effects of MF1 on αSyn oligomerization in MPTP-treated mice. 
(A) Representative images of Western blots probed with anti-αSyn (left) and pαSyn (right) antibodies 
in non-denatured condition from SNpc + VTA lysates at 4 weeks after MPTP treatment. Lower panels 
represent monomeric αSyn images cropped from top panels under the detection with shorter exposure. 
(*) indicates quantified αSyn oligomers. (B) Quantitative analyses of oligomer levels related to its 
monomer (n = 4 per group). Significant effects were detected in expression levels in one-way ANOVA. 
(αSyn) F(3, 12) = 12.762, p < 0.001; (pαSyn) F(3, 12) = 12.231, p < 0.001; **p < 0.01 vs. vehicle-treated 
saline group; #p < 0.05 and ##p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group, respectively. 
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第 5 節 MPTP 投与マウスの認知機能障害に対する FABP3 リガンドの薬効評価 
 MF1 の慢性投与が MPTP 投与マウスのパーキンソン症状のみならず認知機能
障害に対しても有効であるか評価するため、MPTP 投与の 4 週間後に新奇物体認
識試験と受動的回避試験を行った。新奇物体認識試験において、正常マウスは既知
物体と比較して新奇物体をより多く探索していた (p < 0.01 vs. familiar object; Fig. 2-
6A)。一方、MPTP 投与マウスは新奇物体を認識できなかった (Fig. 2-6A)。MF1 の
慢性投与 (0.1, 0.3, 1.0 mg/kg/day) は、MPTP 投与マウスの物体識別能の低下を改善




(p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-6B)。新奇物体認識試験と同様に、MF1 
の慢性投与 (0.1, 0.3, 1.0 mg/kg/day) は MPTP 投与マウスにおける認知機能障害を
改善した (0.1 mg/kg: p < 0.05 vs. vehicle-treated MPTP group; 0.3 mg/kg: p < 0.01 vs. 
vehicle-treated MPTP group; 1.0 mg/kg: p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP group; Fig. 2-
6B)。一方、L-DOPA の慢性投与 (25 mg/kg/day) は新奇物体認識試験、受動的回避試
験のいずれにおいても、MPTP 投与マウスの認知機能障害を改善しなかった 
(Discrimination index (%): p > 0.05 vs. familiar object; Latency to enter the dark box (s): p 
< 0.01 vs. vehicle-treated saline group; Fig. 2-6A, B)。運動機能と同様に、MF1 の慢性
投与は対照群の正常な認知機能に影響を与えなかった (Fig. 2-6)。以上の結果より、
FABP3 リガンド MF1 は、MPTP 投与マウスにおける運動機能障害のみならず、認
知機能障害に対しても有効であることがわかった。 
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Fig. 2-6 Effects of MF1 on cognitive impairments in MPTP-treated mice. 
(A) Exploration behaviors were measured in a novel object recognition task at 4 weeks after MPTP 
treatment (n= 5-8 per group). Vehicle-treated saline group: t(14) = 11.057; MF1 (1.0 mg/kg)-treated 
saline group: t(8) = 5.223; Vehicle-treated MPTP group: t(10) = 0.796; MF1 (0.1 mg/kg)-treated MPTP 
group: t(8) = 2.806; MF1 (0.3 mg/kg)-treated MPTP group: t(12) = 7.891; MF1 (1.0 mg/kg)-treated 
MPTP group: t(10) = 9.903; MF4 (1.0 mg/kg)-treated MPTP group: t(8) = 0.496; L-DOPA (25 mg/kg)-
treated MPTP group: t(14) = 0.674; *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. familiar object, respectively. (B) 
Latency to enter the dark box was measured in a passive avoidance task (n = 5-8 per group). Significant 
effects were detected in the latency to enter the dark compartment in one-way ANOVA. F(7, 43) = 4.877, 
p < 0.001; **p < 0.01 vs. vehicle-treated saline group; #p < 0.05 and ##p < 0.01 vs. vehicle-treated 
MPTP group, respectively. 
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第 6 節 考察 
 本研究では、in vivo PD モデルにおいて FABP3 リガンド MF1 の薬効をはじめ
て評価し、MPTP 投与マウスにおける神経病理と行動障害を改善することを明らか
にした。MF1 は MPTP 投与マウスに対し、(1) L-DOPA と同等にパーキンソン症状
を改善し (2) 黒質ドパミン神経における αSyn の細胞内蓄積、リン酸化および 
oligomer 形成を阻害して神経脱落を抑制し、さらに (3) L-DOPA にはない記憶学習
機能障害に対する改善効果も示した。 
 
FABP3/PUFA を介した αSyn 病理形成に対する FABP3 リガンド MF1 の薬効 
 当研究室の先行研究 (Shioda et al., 2014) では、培養細胞に αSyn と FABP3 を発
現させただけでは αSyn の oligomer や凝集体の形成が促進されない一方、両者の
発現下で MPP+ を処置すると促進された。また、脂肪酸結合能を低下させた FABP3 
変異体 (F16S) を αSyn とともに培養細胞に発現させると、アラキドン酸処置によ
る αSyn oligomer 形成の促進効果が完全に抑制された。したがって、FABP3 はシヌ
クレイノパチー病態時に生じる酸化ストレス下で αSyn と相互作用し、その細胞毒
性を媒介すると考えられる。FABP3 変異体を用いた結果と一致し、本研究では 
FABP3 への脂肪酸の結合を競合阻害する MF1 により、MPTP 投与マウスにおける 
αSyn の細胞内蓄積と oligomer 形成が阻害された (Figs. 2-3, 2-5)。一方、FABP3 に
対して親和性の低い MF4 では行動障害、αSyn 病理、神経脱落のいずれも改善され
なかった。第 1 章第 1 節で述べたように、αSyn の N 末端は両親媒性の脂質結合
ドメインであり、そのアミノ酸配列 (2-19) は FABP と 55-78% の相同性である 
(Sharon et al., 2001)。実際に、αSyn の N 末端 (2-60) が PUFA に結合すること、N 
末端 (2-19 または 2-60) を欠損させると PUFA 存在下でも oligomer が形成され
ないことが in vitro で証明されている (Karube et al., 2008)。PUFA であるアラキド
ン酸に対する αSyn の親和性は、FABP3 より約 2 order 低い (dissociation constant 
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for arachidonic acid; FABP3: 27-45 nM; αSyn: 3,700 nM; Richieri et al., 1994; Richieri et 
al., 2000; Golovko et al., 2006)。すなわち、生理的条件下でのアラキドン酸の直接的な
結合パートナーは、αSyn ではなく FABP3 であると予想される。これらのことから




MPTP 投与モデルにおける酸化ストレスを介した αSyn 病理とパーキンソン症状 
 本章第 1 節で述べたように、MPTP はドパミン神経において酸化ストレスを亢
進させる (Hasegawa et al., 1997)。酸化ストレスと αSyn の病原性獲得との関連につ
いては第 1 章第 1 節で述べた通りであり、αSyn の oligomer 形成や、リン酸化 
(S129) とそのキナーゼ群の発現量や活性が上昇する (Conway et al., 2001; Fujiwara et 
al., 2002; Smith et al., 2005; Qin et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Li et al., 2014)。さら
に、αSyn のリン酸化と oligomer 形成は相互に促進し合う (Fujiwara et al., 2002; 
Smith et al., 2005)。これらのことから、MPTP により酸化ストレスが亢進し、αSyn 
の oligomer 形成とリン酸化が亢進して黒質線条体経路のドパミン神経脱落とパー
キンソン症状を引き起こすと考えられる。MF1 は黒質における αSyn 病理形成を
阻害してドパミン神経を保護したが、L-DOPA には αSyn 病理に対する阻害効果や
神経保護効果はなかった (Figs. 2-3, 2-4, 2-5)。したがって、疾患修飾という観点で 
MF1 は L-DOPA よりも優れた薬効をもつと考えられる。 
 
MPTP 投与モデルの黒質における核内 αSyn 陽性像について 
 MPTP 投与により黒質ドパミン神経細胞内に αSyn が蓄積したが、核内において
もこの陽性像が認められた (Fig. 2-3)。αSyn はシナプスのほか核においても発現す
る (Maroteaux et al., 1988)。実際に野生型 naïve マウス脳において、微量ではあるが
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核内に陽性像が見られることを確認している (data not shown)。Kontopoulos らは、
核内移行シグナルを付加した αSyn を培養細胞に発現させるとアポトーシスの誘
導が促進される一方、核外輸送シグナルを付加すると抑制されることを報告してい
る (2006)。また彼らは、核内において αSyn はヒストンに結合すること、核内移行
した αSyn の毒性はヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤で抑制されること、家族性 




毒性は核内で減少すると主張しており (2019)、核内 αSyn とその毒性に関する意見
は一致していない。αSyn のアミノ酸配列には、核内移行シグナルに相当する部分が
無いとされているが、Ma らは importin α が αSyn の核内移行を媒介することを示
唆している (2014)。したがって、生理的条件においても αSyn が核内移行すること
はあり得ると考えられる。 
 FABP は脂肪酸を核内へ輸送することで遺伝子発現の制御等にも関与しており、
FABP3 では、K22, R31, Q32 および L67, L87, L92 がそれぞれ核内移行シグナルお
よび核外輸送シグナルに相当するとされている (Kusudo et al., 2015)。したがって、
病態時に αSyn と FABP3 が細胞質で複合体を形成した後に核内移行する可能性、
または脂肪酸を核内へ輸送した FABP3 が、核内に発現する αSyn と複合体を形成












た (2015)。興味深いことに、αSyn の oligomer 選択的に結合するタンパク質として 
76 種類、構造に依存せず結合するタンパク質として 92 種類が検出されたが、
monomer 選択的に結合するタンパク質は 10 種類のみであった。これら 10 種類の
タンパク質のうち、phosphatidylethanolamine-binding protein 1 (PEBP1) および tumor 
necrosis factor receptor associated protein-1 (TRAP-1) は αSyn 毒性や PD 患者との関
連が報告されている。MPTP 投与マウス、PD 関連遺伝子のトランスジェニックマ
ウスおよび PD 患者の脳内では、cyclin-dependent kinase 5 による PEBP1 のリン酸
化反応 (Thr42) が増加しており、これにより extracellular signal-regulated kinase 経
路が過剰活性化することで細胞死が誘導されることが示唆されている (Wen et al., 
2014)。また、cyclin-dependent kinase 5 は酸化ストレス下で活性化される (Strocchi et 
al., 2003)。したがって、酸化ストレス下で PEBP1 がリン酸化 (T42) を受けること
で αSyn monomer との解離が生じ、αSyn の病理形成を介して細胞死が誘導される
機構が考えられる。TRAP-1 を過剰発現すると、αSyn 変異体 (A53T) の発現や酸化
ストレスによるミトコンドリア形態異常、神経脱落が抑制される (Butler et al., 2012)。
シヌクレイノパチー患者における TRAP-1 の発現変動等は不明であるが、正常時は 
TRAP-1 が αSyn monomer と結合してその構造変化を抑制する一方、病態時は 
TRAP-1 の発現量が減少して αSyn の解離が促進される可能性がある。しかしなが
ら、αSyn の構造変化との直接的な関連については不明である。また、heat shock 
protein ファミリーに属する 3 種類のタンパク質が αSyn と結合して凝集を阻害す
ることが報告されている (Jia et al., 2019)。Hsp27 の α-crystallin ドメインと αSyn 
の N 末端、HDJ1 の C 末端と αSyn の C 末端がそれぞれ結合して凝集を阻害す
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る。また、Hsp104 は C 末端に隣接したヌクレオチド結合ドメイン 2 が holdase 活
性をもっており、αSyn の N 末端へ結合することでフォールディングを制御する。
一方、これらの heat shock protein は αSyn との結合力が非常に弱く (dissociation 





MPTP 投与モデルにおける認知機能障害と αSyn 病理の関連および MF1 の薬効 
 MF1 は、MPTP 投与によるパーキンソン症状のみならず認知機能障害も抑制し
た (Fig. 2-6)。一方、パーキンソン症状に対する既存の治療薬 L-DOPA では改善さ
れなかった。αSyn oligomer はシナプス障害を引き起こすとともに、その量と認知機
能障害が相関すると示唆されている (Larson et al., 2017)。認知機能に関与する代表
的な領域に大脳皮質や海馬が挙げられるが、MPTP 投与モデルのこれらの領域にお
ける αSyn 病理については報告が少ない。MPTP 投与マウスの海馬において、黒質
と同様に αSyn の発現量とリン酸化が増加することが最近報告された (Hu et al., 
2020)。一方、その oligomer 形成については不明である。したがって、認知機能へ







学習に必須の  calcium/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) の活性 
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(Thr286 の自己リン酸化) が低下することを明らかにしている (Moriguchi et al., 
2012)。中脳黒質領域では、黒質緻密部および腹側被蓋野のいずれも海馬へドパミン
神経を投射しており (Gasbarri et al., 1994)、MPTP 投与マウスの海馬では TH 発現
量および dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein-32 (DARPP-32) のリン酸化 
(Thr34)、ドパミン放出量が減少している (Yabuki et al., 2014)。D1 受容体の活性化は 
protein kinase A の活性化と下流の  DARPP-32 のリン酸化  (T34) 亢進および 
protein phosphatase-1 活性の抑制を介して CaMKII の脱リン酸化を抑制するととも
に、グルタミン酸受容体 GluR1 のリン酸化 (Ser845) を亢進させる (Hemmings et al., 
1984; Nishi et al., 1997; Esteban et al., 2003)。実際に、ドパミン D1 受容体アンタゴニ




これを支持するように、MF4 および L-DOPA はドパミン神経脱落および認知機能
障害のいずれも改善しなかった。 
 
パーキンソン症状に対する第一選択薬 L-DOPA と MF1 の比較 
 本研究では、L-DOPA は既報と同様に MPTP 投与によるパーキンソン症状を改
善した (Fig. 2-2)。一方、黒質線条体経路のドパミン神経脱落は改善されなかった 
(Figs. 2-3, 2-4)。この結果と一致し、MPTP 投与マウスの線条体における TH 発現量
とドパミン量は、L-DOPA を慢性投与しても改善されないことが King らにより報
告されている (2011)。彼らは興味深いことに、L-DOPA からドパミンを合成する 
aromatic L-amino acid decarboxylase の発現量は MPTP 投与マウスの線条体で変化し
ない一方、当該マウスに L-DOPA を慢性投与した場合に減少すること、aromatic L-
amino acid decarboxylase 活性とドパミン量は L-DOPA 投与後の時間に依存して増
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加と減少を繰り返すことをあわせて報告している。L-DOPA によるこれらの病態依
存的な副作用は、L-DOPA を慢性的に服用する PD 患者で見られる運動機能の周期
的な変動 (wearing-off) や L-DOPA 誘発性ジスキネジア、服用期間と薬効の間に見
られる負の相関 (Marsden and Parkes, 1976; Marsden and Parkes, 1977; Ahlskog and 
Muenter. 2001) の根底にある可能性がある。 
 L-DOPA は MPTP 投与マウスの運動機能障害を改善したが、認知機能障害は改









 黒質ドパミン神経における αSyn の細胞内蓄積やリン酸化、oligomer 形成に対し
ても L-DOPA は効果がなかった (Figs. 2-3, 2-5)。αSyn oligomer に関してはむしろ 
L-DOPA 投与で悪化する傾向にあった (p = 0.053 between vehicle-treated MPTP group 
vs. L-DOPA-treated MPTP group; Fig. 2-5B)。In vitro において、L-DOPA により産生
するドパミンは αSyn に結合して毒性のある protofibril への遷移を促進し、この作
用は抗酸化剤である N-acetylcysteine により拮抗される (Conway et al, 2001)。PD 患
者由来の iPS 細胞では、ミトコンドリア呼吸鎖の機能障害により亢進した酸化スト
レスを介してドパミン酸化物が増加し、それによって αSyn の oligomer や不溶性
の酸化 αSyn が蓄積する (Burbulla et al., 2017)。酸化ストレス下でドパミンは容易に
酸化されて quinone を生成するため、酸化ストレスが亢進するシヌクレイノパチー
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病態で L-DOPA を処置し、細胞が本来もつキャパシティ以上にドパミン産生を駆
動させると、αSyn oligomer 形成が促進されるとともにドパミン酸化物や αSyn 酸
化物が産生され、より αSyn 病理を悪化させる可能性がある。 






FABP3 リガンドは L-DOPA よりも優れていると言える。また、今後は臨床適用を
ふまえ、L-DOPA の長期服用により出現するジスキネジア等を MF1 が抑制できる
か評価することで、proof-of-concept の取得を目指したい。 
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第 3 章 α-synuclein 脳内伝播における FABP3 の機能解明 
 
第 1 節 序論 
 第 1 章第 2 節で述べたように、αSyn は黒質ドパミン神経のみならず様々な領
域で oligomer を形成し、リン酸化を受け、凝集する。この αSyn の病原性獲得は
個々の細胞において独立して生じるものではなく、細胞から細胞へプリオン様に伝
播していく。第 2 章で用いた MPTP の毒性は黒質ドパミン神経に対して非常に選
択性が高いため、αSyn 病理形成もほぼ黒質に限定される (Kühn et al., 2003)。一方、
in vitro で精製される αSyn 原繊維 (pre-formed fibril; PFF) をマウス脳内へ注入する
と、広範囲で病原性 αSyn が検出される (Luk et al., 2012) ことから、αSyn の病原
性伝播モデルとして確立された。この病原性 αSyn の脳内伝播は、MPTP 投与モデ
ルと病原性 αSyn 注入モデルにおける顕著な相違点のひとつである (Table 3-1)。典
型的な PD のみならず、広くシヌクレイノパチー病態における FABP3 の役割を解
明し標的分子として提唱するためには、本モデルを用いて αSyn 細胞間伝播におけ
る関与を明らかにする必要がある。 
 第 2 章で示したように、MPTP 投与モデルではパーキンソン症状が現れるまで
わずか数日間であるが、既報の脳片側 αSyn PFF 注入モデルでは、パーキンソン症
状が生じるまでおよそ半年から 1 年を要する (Luk et al., 2012; Paumier et al., 2015; 
Mao et al., 2016; Table 3-1)。脳片側への注入でも時間経過とともに病原性 αSyn が両
側性に見られ、脳両側をつなぐ脳梁を αSyn PFF 注入前に破壊すると対側への伝播
が減少する (Masuda-Suzukake et al., 2013; Paumier et al., 2015; Okuzumi et al., 2018)。
これらの知見から、脳両側へ αSyn PFF を注入することでより早期の αSyn 伝播お
よび行動障害を誘発することができると考え、本研究では野生型および FABP3 欠
損マウスを用いて、FABP3 が高発現する両側の黒質へ αSyn PFF を注入した。また、
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野生型マウスにおける αSyn 病原性の伝播と行動障害に対する FABP3 リガンド 
MF1 の薬効を評価した。以上の系により、αSyn の病原性伝播における FABP3 の
役割を明らかにすることを目指した。 
 
Table 3-1. Similarities and differences between MPTP-treated models and intracerebral αSyn-
injected models regarding behavioral phenotypes and neuropathology related to 
synucleinopathies. 
 
* denotes oligomerization of endogenous αSyn. The table was a summary of previous reports (Kühn 
et al., 2003; Monaca et al., 2004; Laloux et al., 2008; Luk et al., 2012; Moriguchi et al., 2012; Masuda-
Suzukake et al., 2013; Rey et al., 2013; Shioda et al., 2014; Paumier et al., 2015; Peelaerts et al., 2015; 
Rey et al., 2016; Karampetsou et al., 2017; Mucignat and Caretta, 2017; Kasongo et al., 2020; Leem 
et al., 2020; Shen et al., 2020). 
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第 2 節 黒質 α-synuclein PFF 注入後の行動障害および α-synuclein 脳内伝播に
対する FABP3 欠損の効果 
 αSyn PFF 注入 の 2 週間後から 8 週間後まで隔週で行動解析を行った (Fig. 3-
1A)。ロータロッド試験において、野生型マウスでは回転ロッドから落下するまでの
時間が αSyn PFF 注入の 2 週間後より減少した (p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ 
group; Fig. 3-1B)。すなわち、片側への注入と比較して、αSyn PFF の両側注入はより
早期に行動障害を引き起こすことが示唆された。αSyn PFF 注入によるパーキンソ
ン症状は 8 週間後まで持続していた (4 weeks: p < 0.05, 6 weeks: p < 0.05, 8 weeks: p 
< 0.05, vs. Fabp3+/+ group; Fig. 3-1B)。ビームウォーキング試験においても同様に、野
生型マウスでは αSyn PFF 注入の 2 週間後から 8 週間後まで足を踏み外す回数が
増加した (2 weeks: p < 0.01, 4 weeks: p < 0.01, 6 weeks: p < 0.01, 8 weeks: p < 0.01 vs. 
PBS-injected Fabp3+/+ group; Fig. 3-1C)。一方、FABP3 欠損マウスでは αSyn PFF を
注入しても正常な運動機能を維持していた (Latency at 2 weeks: p < 0.01, 4 weeks: p < 
0.01, 6 weeks: p < 0.05, 8 weeks: p < 0.05 vs PFF-injected Fabp3+/+ group; Foot slips at 2 
weeks: p < 0.05, 4 weeks: p < 0.01, 6 weeks: p < 0.01, 8 weeks: p < 0.01 vs PFF-injected 
Fabp3+/+ group; Fig. 3-1B, C)。 
 次に、αSyn PFF 注入による記憶学習機能を解析した。Y 型迷路試験における短
期空間参照記憶は αSyn PFF 注入による影響を受けなかった (Fig. 3-1D)。その他の
記憶学習機能の指標として受動回避試験を行い、暗箱で電気刺激を与えた翌日、マ
ウスを再び明箱に曝露し、暗箱に進入するまでの時間を計測した。αSyn PFF 注入の 
8 週間後、野生型マウスでは暗室へ進入するまでの時間が短縮していた (p < 0.01 vs. 
PBS-injected Fabp3+/+ group; Fig. 3-1E)。運動機能と同様に、FABP3 欠損マウスでは 
αSyn PFF を注入しても受動的回避試験における記憶学習機能は低下しなかった (p 
< 0.01 vs. PFF-injected Fabp3+/+ group; Fig. 3-1E)。以上の結果より、FABP3 欠損マウ
スは αSyn PFF 注入によるパーキンソン症状および記憶学習機能障害が生じないこ
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とが明らかになった。 
 αSyn 脳内伝播における FABP3 の役割を明らかにするため、行動試験終了後に
リン酸化 αSyn (S129) に対する免疫組織化学を行った。評価領域は、運動機能や記
憶学習機能に関わる領域、その他シヌクレイノパチーにおいてリン酸化 αSyn の蓄
積が見られる領域とした (Fig. 3-2A)。ヒト正常脳と同様に、野生型マウス対照群脳
ではリン酸化 αSyn 陽性細胞は検出されなかった (Fig. 3-2B)。αSyn PFF 注入後の
野生型マウス脳では、注入部位の黒質 (substantia nigra) のみならず、前頭前皮質内
側部 (medial prefrontal cortex; mPFC)、線条体 (striatum)、海馬 CA1 領域、扁桃体 
(amygdala)、大脳皮質 (cortex) において広くリン酸化 αSyn 陽性細胞が検出された 
(Fig. 3-2B)。行動試験の結果 (Fig. 3-1) と相関し、野生型マウスと比較して FABP3 
欠損マウスではリン酸化  αSyn 陽性細胞数が低値であった  (mPFC: p < 0.05, 
striatum: p < 0.01, CA1: p < 0.01, amygdala: p < 0.01, cortex: p < 0.01, substantia nigra: p < 
0.01; Fig. 3-2B, C)。 
 また当研究室では、リン酸化 αSyn 蓄積に対する FABP3 欠損の抑制効果が、ア
デノ随伴ウイルスを用いた FABP3 の強制発現によって消失することを本研究と
合わせて見出している。以上の結果より、FABP3 は αSyn PFF 注入による αSyn 病
原性の脳内伝播に寄与していることが示唆された。 
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Fig. 3-1 Effects of Fabp3 deletion on behavioral impairments in intranigral αSyn PFF-injected 
mice. 
(A) Experimental schedule and the injection site of αSyn PFF using Fabp3-/- mice. (B) Latency to fall 
in a rotarod task was measured (n = 6-10 per group). 2 weeks, F(3, 24) = 16.823, p < 0.0001; 4 weeks, 
F(3, 24) = 6.113, p < 0.01; 6 weeks, F(3, 24) = 1.604, p = 0.215; 8 weeks, F(3, 24) = 4.325, p < 0.05 in one-
way ANOVA, respectively. (C) Number of foot slips in a beam-walking task was measured (n = 6-10 
per group). 2 weeks, F(3, 24) = 13.635, p < 0.0001; 4 weeks, F(3, 24) = 13.851, p < 0.0001; 6 weeks, F(3, 
24) = 29.437, p < 0.0001; 8 weeks, F(3, 24) = 29.020, p < 0.0001 in one-way ANOVA, respectively. (D) 
Spontaneous alternation behaviors were measured in a Y-maze task and no statistical differences were 
observed (n = 6-10 per group). (E) Latency to enter the dark box was measured in a passive avoidance 
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task (n = 6-10 per group). F(3, 24) = 7.690, p < 0.001 in one-way ANOVA. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. 
PBS-injected Fabp3+/+ group, respectively; #p < 0.05 and ##p < 0.01 vs. mouse αSyn PFF-injected 
Fabp3+/+ group, respectively; MsPFF, mouse αSyn pre-formed fibril. 
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Fig. 3-2 Effects of Fabp3 deletion on pathogenic αSyn spreading in intranigral αSyn PFF-
injected mice. 
(A) Immunohistochemical analyses against pαSyn were performed in regions marked in gray (mPFC, 
striatum, hippocampal CA1, amygdala, cerebral cortex, substantia nigra). (B) Representative images 
of pαSyn-positive cells in each region. Scale bar: 120 μm. (C) Quantitative analyses of number of 
pαSyn-positive cells in each region between Fabp3+/+ and Fabp3-/- mice (n = 6 per group). mPFC, t(10) 
= 2.522; striatum, t(10) = 5.409; CA1, t(10) = 3.610; amygdala, t(10) = 4.548; cortex, t(10) = 3.022; 
substantia nigra, t(10) = 4.115; *p < 0.05 and **p < 0.01, respectively. mPFC, medial prefrontal cortex.  
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第 3 節 黒質 α-synuclein PFF 注入後の行動障害および α-synuclein 脳内伝播に
対する FABP3 リガンド MF1 の薬効評価 
 シヌクレイノパチー脳における αSyn のプリオン様伝播に対する FABP3 リガ
ンドの薬効を明らかにするため、黒質 αSyn PFF 注入の 1 週間後より MF1 を慢性
投与した (Fig. 3-3A)。MF1 の投与量は、MPTP 投与マウスの行動障害および αSyn 
病理に対して最大効果を示した 1.0 mg/kg/day とした。また本節においては、マウ
スに加えてヒト由来正常 αSyn から精製した PFF を注入し、それぞれの表現型お
よび MF1 の薬効を評価した (Fig. 3-3A)。 
 第 2 節と同様に、ロータロッド試験においてマウス αSyn PFF 注入の 2 週間後
より運動機能が低下すること (p < 0.01 vs. PBS-injected group; Fig. 3-3B)、この障害が 
αSyn PFF 注入の 8 週間後まで持続すること (4 weeks: p < 0.01, 6 weeks: p < 0.05, 8 
weeks: p < 0.01 vs. PBS-injected group; Fig. 3-3B) を確認した。ヒト αSyn PFF 注入マ
ウスでもほぼ同等に運動機能が低下した (2 weeks: p < 0.01, 4 weeks: p < 0.01, 6 weeks: 
p < 0.05, 8 weeks: p < 0.05 vs. PBS-injected group; Fig. 3-3B)。ヒト、マウスいずれの 
αSyn PFF を注入したマウスに対しても、MF1 (1.0 mg/kg/day) の慢性投与は運動機
能障害を改善した (Fig. 3-3B)。同様にビームウォーキング試験においても、MF1 (1.0 
mg/kg/day) の慢性投与は運動機能障害を改善した (Fig. 3-3C)。 
 次に αSyn PFF 注入による記憶学習障害に対する MF1 の薬効を評価した。第 2 
節では、マウス αSyn PFF を注入しても Y 型迷路試験における空間参照記憶は正
常なままであったため、物体識別能を評価する新奇物体認識試験を隔週で行った。
ヒト αSyn PFF 注入の 2 週間後から 6 週間後までの物体識別能は正常であったが、
8 週間後には物体の新奇性を認識できなくなった (p > 0.05 vs. familiar object; Fig. 3-
3D)。マウス αSyn PFF を注入すると、物体識別能は 4 週間後から低下し 8 週間後
まで持続した (Fig. 3-3D)。MF1 (1.0 mg/kg/day) の慢性投与は αSyn PFF 注入による
物体識別能の低下を改善した (human αSyn PFF: 8 weeks: p < 0.01 vs. familiar object; 
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mouse αSyn PFF: 4 weeks: p < 0.01, 6 weeks: p < 0.01, 8 weeks: p < 0.01 vs. familiar object; 
Fig. 3-3D)。第 2 節と同様に、これらの行動試験終了後に受動的回避試験を行った。
ヒト、マウス αSyn PFF ともに、暗室に進入するまでの時間を顕著に短縮させた 
(human αSyn PFF: p < 0.01 vs. PBS-injected group; mouse αSyn PFF: p < 0.01 vs. PBS-
injected group; Fig. 3-3E)。受動的回避試験における記憶学習障害に対しても、MF1 
(1.0 mg/kg/day) の慢性投与は有効であった (MF1-treated and human αSyn PFF-injected 
group: p < 0.01 vs. vehicle-treated and human αSyn PFF-injected group; MF1-treated and 
mouse αSyn PFF-injected group: p < 0.01 vs. vehicle-treated and mouse αSyn PFF-injected 
group; Fig. 3-3E)。 
 αSyn PFF 注入による行動障害に対して MF1 が有効であったため、次に αSyn 脳
内伝播に対しても有効であるか評価した。第 2 節と同様の領域 (Fig. 3-2A) におけ
るリン酸化 αSyn 陽性細胞数を計測した。マウス αSyn PFF に加え、ヒト αSyn PFF 
の注入によっても広範囲でリン酸化 αSyn 陽性細胞が検出された (Fig. 3-4A)。興味
深いことに、一部の領域におけるリン酸化 αSyn 陽性細胞数はヒト αSyn PFF より
もマウス αSyn PFF 注入群で高値であった (CA1: p < 0.01; substantia nigra: p < 0.01; 
Fig. 3-4B)。ヒト αSyn PFF 注入後に MF1 (1.0 mg/kg/day) を慢性投与すると、mPFC 
(p < 0.05), striatum (p < 0.05), amygdala (p < 0.01), cortex (p < 0.05) におけるリン酸化 
αSyn 陽性細胞数が有意に減少した (vs. vehicle-treated and human αSyn injected group; 
Fig. 3-4A, B)。マウス αSyn PFF 注入による αSyn の脳内伝播に対する MF1 (1.0 
mg/kg/day) の薬効は、FABP3 欠損の効果 (Fig. 3-2) と一致していた (mPFC: p < 0.05, 
striatum: p < 0.05, CA1: p < 0.01, amygdala: p < 0.05, cortex: p < 0.01, substantia nigra: p < 
0.01 vs. vehicle-treated and mouse αSyn PFF-injected group; Fig. 3-4A, B)。以上の結果よ
り、FABP3 リガンド MF1 は αSyn PFF 注入による αSyn 病原性の脳内伝播とそれ
にともなう行動障害を抑制することが明らかになった。 
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Fig. 3-3 Effects of MF1 on behavioral impairments in intranigral αSyn PFF-injected mice. 
(A) Experimental schedule for assessment of MF1 effects in αSyn PFF-injected mice. (B) Latency to 
fall in a rotarod task was measured (n = 6-10 per group). 2 weeks, F(4, 35) = 20.642, p < 0.0001; 4 weeks, 
F(4, 35) = 11.203, p < 0.0001; 6 weeks, F(4, 35) = 4.989, p < 0.01; 8 weeks, F(4, 35) = 6.480, p < 0.001 in 
one-way ANOVA, respectively. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. PBS-injected group, respectively; #p < 
0.05 and ##p < 0.01 vs. vehicle-treated and human αSyn PFF-injected group, respectively; †p < 0.05 
and ††p < 0.01 vs. vehicle-treated and mouse αSyn PFF-injected group, respectively. (C) Number of 
foot slips in a beam-walking task was measured (n = 6-10 per group). 2 weeks, F(4, 35) = 19.348, p < 
0.0001; 4 weeks, F(4, 35) = 23.873, p < 0.0001; 6 weeks, F(4, 35) = 9.757, p < 0.0001; 8 weeks, F(4, 35) = 
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26.082, p < 0.0001 in one-way ANOVA, respectively. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. PBS-injected group, 
respectively; ##p < 0.01 vs. vehicle-treated and human αSyn PFF-injected group; ††p < 0.01 vs. vehicle-
treated and mouse αSyn PFF-injected group. (D) Exploration behaviors were measured in a novel 
object recognition task (n= 6-10 per group). Vehicle-treated and PBS-injected group: 2 weeks: t(10) = 
8.655; 4 weeks: t(10) = 5.037; 6 weeks: t(10) = 7.540; 8 weeks: t(10) = 8.555; Vehicle-treated and human 
αSyn PFF-injected group: 2 weeks: t(14) = 2.426; 4 weeks: t(14) = 3.453; 6 weeks: t(14) = 2.775; 8 weeks: 
t(14) = 0.041; MF1-treated human αSyn PFF-injected group: 2 weeks: t(18) = 5.113; 4 weeks: t(18) = 
4.607; 6 weeks: t(18) = 7.130; 8 weeks: t(18) = 11.244; Vehicle-treated mouse αSyn PFF-injected group: 
2 weeks: t(10) = 2.419; 4 weeks: t(10) = 1.507; 6 weeks: t(10) = 0.469; 8 weeks: t(10) = 1.270; MF1-treated 
and mouse αSyn PFF-injected group: 2 weeks: t(18) = 7.487; 4 weeks: t(18) = 4.258; 6 weeks: t(18) = 
3.968; 8 weeks: t(18) = 10.240; *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. familiar object, respectively. (E) Latency 
to enter the dark box was measured in a passive avoidance task (n = 6-10 per group). F(4, 35) = 19.971, 
p < 0.0001 in one-way ANOVA. **p < 0.01 vs. PBS-injected group; ##p < 0.01 vs. vehicle-treated and 
human αSyn PFF-injected group; ††p < 0.01 vs. vehicle-treated and mouse αSyn PFF-injected group; 
HuPFF, human αSyn pre-formed fibril; MF1, MF1 (1.0 mg/kg, p.o.) treatment.  
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Fig. 3-4 Effects of MF1 on pathogenic αSyn spreading in intranigral αSyn PFF-injected mice. 
(A) Representative images of pαSyn-positive cells in each region. Scale bar: 120 μm. (B) Quantitative 
analyses of number of pαSyn-positive cells in each region (n = 4 per group). mPFC, F(3, 12) = 9.405, p 
< 0.01; striatum, F(3, 12) = 9.062, p < 0.01; CA1, F(3, 12) = 14.349, p < 0.001; amygdala, F(3, 12) = 4.218, 
p < 0.05; cortex, F(3, 12) = 10.851, p < 0.01; substantia nigra, F(3, 12) = 13.501, p < 0.001; in one-way 
ANOVA, respectively. *p < 0.05 and **p < 0.01 compared vehicle and MF1 treatment in human αSyn 
PFF-injected group, respectively; #p < 0.05 and ##p < 0.01 compared vehicle and MF1 treatment in 
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mouse αSyn PFF-injected group, respectively; ††p < 0.01 compared human and mouse αSyn PFF-
injected group. 
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第 4 節 考察 
 本研究では、in vivo αSyn PFF 注入モデルを用いることで、病原性 αSyn の脳内伝




損は病原性 αSyn の脳内伝播を抑制して正常な行動を維持すること、 (2) FABP3 リ
ガンド MF1 も同様に、脳内リン酸化 αSyn の広範囲な蓄積を阻害して行動障害を
抑制することを明らかにした。 
 
早期の病理形成および行動障害を目的とした脳両側への αSyn PFF 注入 
 本章第 1 節で述べたように、αSyn PFF を用いた in vivo モデルはこれまで脳片
側への注入により作製されてきた。シヌクレイノパチー患者の剖検脳において、病
原性 αSyn の蓄積に関する左右脳の偏りは報告されていないが、脳片側への注入モ
デルでは注入側と非注入側で αSyn 病理や神経脱落等を within-subject で比較する
ことができる。したがって、モデル動物の個体差による影響が少ないことや αSyn 
病理が対側へも伝播しやすい領域を評価できることが利点として挙げられる。実際
に、嗅球片側へ αSyn PFF を注入した場合、前嗅核が対側への伝播の起点となるこ
とが示されており (Rey et al., 2016)、線条体片側への注入では黒質緻密部の両側で
ドパミン神経脱落が見られる (Paumier et al., 2015)。これらをはじめとした脳片側へ
の注入モデルにより、第 1 章第 2 節で述べたように αSyn の伝播が神経軸索を介
して行われるという主張が支持されている。 
 一方脳片側への病原性 αSyn 注入モデルでは、神経脱落や行動障害が見られるま
での期間が非常に長いことが欠点として挙げられる。αSyn PFF を線条体片側へ注
入した場合、黒質ドパミン神経の脱落とパーキンソン症状は注入の 6 か月後にな
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って見られる (Luk et al., 2012)。嗅球片側へ αSyn PFF を注入したモデルでは、シヌ
クレイノパチー患者でパーキンソン症状に 10 年近く先行して出現する嗅覚障害 
(Pont-Sunyer et al., 2015) が再現されているが、こちらも注入後 1-3 か月経てから見




注入部位をわずかにずらして計 2 箇所へ注入した場合と 1 箇所へ注入した場合
を比較すると、神経病理の程度や出現時期に大きな変化はないこと (Paumier et al., 
2015)、(2) αSyn 輸送の一部は神経軸索を介することから、細胞間伝播は神経投射に
部分的に依存すること (Luk et al., 2012)、(3) αSyn PFF 注入前に脳両側をつなぐ脳梁




で述べた通りであり、野生型マウス両側黒質へのマウス由来 αSyn PFF 注入により、




αSyn PFF による行動障害と病原性 αSyn 伝播に対する Fabp3 欠損の抑制効果 
 本研究の予備検討において、野生型マウスの両側黒質へマウス由来 αSyn PFF を
注入した後、遅くとも 1 週間の時点でリン酸化 αSyn 陽性細胞が黒質以外の領域
においても検出された (data not shown)。また本研究において、αSyn PFF 注入の 2 
週間後には運動機能が低下していた (Fig. 3-1B, C)。したがって、両側黒質へ αSyn 
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PFF を注入してから 2 週間後の時点で、αSyn 病原性の伝播は運動機能を低下させ
る程度に達していると考えられる。FABP3 欠損マウスに αSyn PFF を注入すると、
注入の 2 週間後から運動機能は正常なままであった。以上の結果をふまえると、少
なくとも注入部位である黒質における FABP3 は、αSyn 病理の形成自体を促進し
ている可能性が高い。本研究と並行して当研究室で行われた検証では、FABP3 欠損
マウスの黒質に FABP3 を強制発現させた後にさらに黒質に αSyn PFF を注入する
と、1 週間後には野生型マウスと同様にリン酸化 αSyn の蓄積が見られるという結
果が得られており、FABP3 が αSyn の病理形成を促進するという仮説と矛盾しな
い。一方、一度形成されたリン酸化 αSyn や oligomer の分解が、FABP3 の欠損に
より促進されているという可能性は否定できない。すなわち、FABP3 は病態時に 
αSyn と結合して oligomer を形成すると同時に、その分解を阻害するという可能性
について検証する必要がある。間接的にこれを検証する方法として、野生型マウス
に αSyn PFF を注入してから十分にリン酸化 αSyn が蓄積した後、内在性の FABP3 
をノックダウンすることでリン酸化 αSyn が減少するか評価する方法が挙げられ
る。その他 in vitro での評価法として、オートファジー・リソソーム系およびユビ
キチン・プロテアソーム系が認識する病原性 αSyn のドメインを同定し、αSyn 
/FABP3 複合体においてそのドメインが FABP3 の干渉を受けているかがわかれば、
FABP3 により病原性 αSyn の分解が阻害されるか明らかにできる可能性がある。
共同研究グループのタンパク質相互作用解析等により、αSyn と FABP3 が結合し




ヒト由来 αSyn PFF とマウス由来 αSyn PFF の差異について 
 本研究では、αSyn PFF をヒトおよびマウス由来の strain より作製した。各 strain 
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を注入した結果、いくつかの脳領域におけるリン酸化 αSyn 陽性細胞数と行動試験
において、マウス由来 αSyn PFF の方がより強い、または早期の障害を引き起こす
という結果を得た (Figs. 3-3, 3-4)。本研究と一致し、マウスに対してはヒト由来 
αSyn PFF よりもマウス由来 αSyn PFF を注入した場合に病原性の伝播が強いこと
が報告されている (Masuda-Suzukake et al., 2013)。また、ヒト αSyn PFF (donor) によ
るマウス αSyn (host) への病原性伝播は、donor をヒト・マウスのキメラ αSyn PFF 
にすることで増強される  (Luk et al., 2016)。動物種の違いによる感染抵抗性 
(“species-barrier”) は、動物種によるアミノ酸配列の違いによるものであると考えら
れている。ヒト、マウス αSyn のアミノ酸配列の違いはわずか 7 箇所のみで相同性
は 95% と高いが、この 5% の違いが両者の相互作用に影響を及ぼしている可能性
がある。実際に、ヒト αSyn (donor) におけるこの 7 箇所のアミノ酸残基のうち、
Ala53 または Ser87 をマウス αSyn に対するホモログに変異させる (A53T また
は S87N) と、マウス αSyn (host) への病原性伝播が増強される (Luk et al., 2016)。
したがって αSyn のプリオン様伝播には、相互作用する strain 同士の相同性が大き
く寄与していると考えられる。 
 Masuda-Suzukake らの報告では、ヒト αSyn をマウス脳片側へ注入した後にヒト 
αSyn 特異的な抗体で免疫ブロットを行うと、注入 1 週間後の時点でほぼ検出下限
を下回る (2013)。本研究で得られた結果では、注入 1 週間後の時点で検出される
リン酸化 αSyn に外来性 αSyn (αSyn PFF) が含まれている可能性は否定できない。
Host 動物と同種の αSyn を注入した場合、検出されるリン酸化 αSyn の由来が外
来性と内在性のいずれであるかを評価するためには、次章で用いている蛍光標識 
αSyn のような、αSyn 抗体非依存的に検出できる系を用いる必要がある。本研究の
結果をもって断定することはできないが、1 週間後に検出されるリン酸化 αSyn が
外来性 αSyn 由来である場合、Masuda-Suzukake らの報告との違いが生じた理由と
して、脳片側、両側への注入による差が挙げられる。本章で示したように、脳両側
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への αSyn PFF 注入は、片側注入の 2 倍以上の速度で病原性が伝播する。したがっ
て、内在性 αSyn と相互作用することで外来性 αSyn の分解抵抗性が増加している
とすれば、両側脳へ注入した αSyn PFF の消失にはより多くの時間を要する。その
他の理由として、αSyn PFF の動物種の違いが考えられる。先に述べたように、病原
性タンパク質のプリオン様伝播には species-barrier が存在する。すなわちマウスに




て多くの報告はないが、PD 患者の血清中では疾患早期において αSyn monomer に
対する自己抗体が増加する一方、αSyn fibril に対する免疫応答は早期から進行とと
もに減少することが示唆されている (Yanamandra et al., 2011)。また、アデノ随伴ウ
イルスを用いてヒト αSyn をマウス黒質へ恒常的に強制発現させると、ミクログリ
アは早期に一過性に増加する一方、マウス immunoglobulin は増加した後減少しな
いことから、獲得免疫応答が惹起されていることがわかる (Theodore et al., 2008)。





αSyn PFF による行動障害と病原性 αSyn 伝播に対する MF1 の薬効 
 FABP3 リガンド MF1 の慢性投与は、αSyn PFF による行動障害と脳内リン酸化 
αSyn の蓄積を抑制した (Figs. 3-3, 3-4)。本研究では、αSyn PFF 注入後に十分な術
後回復を誘導するため、注入 1 週間後より MF1 の投与を開始した。先に述べたよ
うに、両側黒質へのマウス由来 αSyn PFF 注入の 1 週間後、すでにリン酸化 αSyn 
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は黒質以外でも検出されることを確認している。したがって、本研究のタイムスケ
ジュールにおいて、MF1 は αSyn PFF 注入の 1 週間後以降に生じる αSyn の病原
性伝播を抑制したと考えられる。先の FABP3 欠損マウスを用いた結果に対する考
察で述べたように、すでに形成された病原性 αSyn の分解を MF1 が促進している
可能性は否定できない。MF1 にリン酸化 αSyn の分解促進効果があるか明らかに
するためには、αSyn PFF 注入の 1 ヶ月後等、十分に病原性の伝播が生じた後で投
与を開始し、リン酸化 αSyn の蓄積が減少するか評価する必要がある。病態進行後
の投与開始でも有効であるならば、診断後の probable DLB 等において病態進行を
止めることが期待できる。 
  マウス αSyn PFF による障害に対する MF1 の薬効と比較して、ヒト αSyn PFF 
に対する薬効はやや小さいものの改善効果があることを明らかにした。FABP は 10 
個の β-strand から構成される β-barrel 構造と、N 末端側の 2 個の α-helix 構造か
らなり、脂肪酸との結合は β-barrel 構造内のポケットで行われ、α-helix 構造がキャ
ップをする (Thompson et al., 1997)。このうち、Phe16 は特にリガンド結合において
鍵となるアミノ酸残基であり、この位置に変異 (F16S) を導入した FABP3 では脂
肪酸結合能が約 36% まで低下する (Zimmerman et al., 1999)。当研究室の先行研究
では、マウス由来 FABP3 のリガンド結合部位に関する解析が行われ、FABP3 とリ
ガンドの結合には Phe16 のほか、Leu115, Leu117 における疎水結合が重要である
ことが明らかにされている (Shinoda et al., 2020)。Hirose らはヒト由来 FABP3 を用
いた構造解析を行っており、同様に Leu115, Leu117 がリガンド結合とその選択性
に重要であると述べている (2013)。ヒト、マウス FABP3 のアミノ酸配列の違いは
19 箇所あり相同性は 85.7% であるが、Phe16, Leu115, Leu117 は両者で保存されて
いる。したがって本研究でヒト αSyn PFF による障害に対して改善効果があったよ
うに、ヒトへ MF1 を投与した場合もマウスと同様の FABP3 結合能を示し、シヌ
クレイノパチー病態に有効であることが期待される。 
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とつに、RNA 干渉等により αSyn の発現自体を抑制する方法が挙げられる。
Zharikov らは、rotenone 投与 PD モデルラットに αSyn を標的とする shRNA を注
入することにより、ドパミン神経脱落とパーキンソン症状を改善することに成功し
ている (2015)。一方でこれらのアプローチには問題点もある。Gorbatyuk らは、 





これらの報告で用いている siRNA や shRNA が認識する αSyn の配列はいずれも
異なることから、ドパミン神経に対して共通して見られる影響は αSyn の特定の配
列に作用して生じるものではなく、αSyn の発現抑制そのものによる効果であると
考えられる。第 1 章第 1 節で述べたように αSyn はドパミン神経活動の制御に関
与している (Abeliovich et al., 2000) ため、αSyn の発現自体を抑制することによりこ
れらの悪影響が生じると考えられる。 
 αSyn に対する抗体医薬やワクチンも近年開発が進められている。現在、PRX002, 
MEDI1341, BIIB054 が αSyn に対する抗体医薬、PD01A/PD03A がワクチンとして
の臨床試験を受けており、このうち PRX002, BIIB054, PD01A はすでに phase I を
終了し、健常被験者に有害事象は認められなかった (NCT02095171; NCT02459886; 
NCT02618941)。これらの抗体の安全性が確認されているように、抗体医薬の長所は














子量 1 kDa order) の開発が進められている (Binz et al., 2005)。その他、細胞内で安
定に機能する抗体の作製法が見出された (Kabayama et al., 2020) ことから、細胞内
タンパク質を標的とする抗体医薬品の開発が期待される。 
 以上に述べた αSyn に対する種々のアプローチにおける長所、短所をふまえると、




年薬効評価が進められているものを Fig. 3-5 に示す。 
- 70 - 
 
Fig. 3-5 Small molecule compounds that directly bind with αSyn and inhibit the pathology. 
 
 これら低分子化合物はいずれも培養細胞や動物レベルで αSyn 病理を阻害する
ことが示されているが、その薬効はモデルにより異なる。また、αSyn 病理形成に対
する阻害機構も様々であり、monomer に結合して αSyn の重合を阻害する化合物、
fibril に結合して解離させる化合物等がある。例えば EGCG は in vitro で αSyn 
fibril と結合して毒性のない amorphous な oligomer へ構造変化させる (Bieschke et 
al., 2010) が、CLR01 は in vitro で主に αSyn fibril の K10, K12 残基に結合し、fibril 
を解離して毒性のない oligomer を生成する (Prabhudesai et al., 2012)。Anle138b は 
in vitro において monomer には結合せずに凝集体に結合して oligomer 形成を阻害
する (Wagner et al., 2013)。興味深いことに、Anle138b を含め、αSyn の凝集を阻害
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する低分子化合物として彼らが同定したものは 3,5-diphenyl pyrazole 構造をもって
おり、当研究室で同定した MF 化合物が 1,3,5-triphenylpyrazole 構造をもつ (Fig. 1-
4) ことから、αSyn の凝集阻害にはこれらの構造が大きく寄与している可能性があ
る。NPT100-18A は αSyn アミノ酸配列中の 96-102 をもとに合成した化合物であ
り、この領域を介した αSyn の膜会合と dimer 形成を阻害する (Wrasidlo et al., 
2016)。経口投与による脳内移行性の低さを改良するため、NPT200-11 が合成された。
PcTs は、αSyn の病原性伝播に必要な seed が形成される nucleation の際、monomer 
の Tyr39 をアンカーとして N 末端へ結合し凝集を阻害する (Lamberto et al., 2009)。
SynuClean-D は αSyn monomer には結合せず、fibril の核へ結合して解離させる 
(Pujols et al., 2018)。この中で EGCG, Anle138b, NPT200-11 はシヌクレイノパチーに
対する臨床試験が行われている。EGCG は MSA 患者に対する臨床試験 (phase III) 
まで行われたが、48 週間の投与 (400-1200 mg/kg, p.o.) でパーキンソン症状は改善
されず、肝毒性のために数名が試験を中止した (Levin et al., 2019; NCT02008721)。
詳細は公表されていないが、Anle138b, NPT200-11 は最近臨床試験 phase I を終了
した (NCT04208152; NCT02606682)。一方、KYP-2047 は naïve マウスへの単回投与 
(5-17 mg/kg, i.p.) で線条体ドパミン放出、海馬および大脳皮質アセチルコリン放出
を低下させる (Peltonen et al., 2012; Jalkanen et al., 2014)。これらの神経伝達物質の放
出低下は PD や DLB 患者で見られる所見であり、臨床では症状を悪化させる懸念
がある。 
 以上、αSyn 伝播を阻害し得る低分子化合物の代表例について述べたが、EGCG の
ように、動物レベルで有効であっても臨床試験では効果が無い化合物や、Anle138b 
のようにモデル動物で病態が進行した後に投与開始すると改善できないものもあ
る。第 2-3 章で MF1 はモデル作製の翌日から 1 週間後までに投与開始している
ことから、形成後の病原性 αSyn を減少させているよりもその形成自体を抑制して
いる可能性が高い。臨床において MF1 の有効性をより示すためには、αSyn 病理が






なり得るか、特に PD, DLB の鑑別が可能であるかに関して、高感度測定系を用い
た評価を開始している。また、第 1 章第 2 節で述べたように、シヌクレイノパチ
ーには PD, DLB 以外に、グリア細胞に αSyn が蓄積する MSA が含まれる。興味
深いことに、PUFA であるエイコサペントエン酸の脳脊髄液中の量は、MSA 患者の
パーキンソン症状の重症度と正に相関する (Lee et al., 2008)。グリア細胞において 
αSyn 病理が形成される機構は不明であるが、神経細胞と同様に PUFA/FABP を介
した機構が存在する可能性がある。当研究室の先行研究では、グリア細胞に発現す
る FABP に対して高い親和性をもつ化合物も同定している (data not shown)。した





に進行したモデルに MF1 を投与し、Anle138b のように αSyn の病原性伝播を阻害
できるか、2) Anle138b, NPT200-11 のように臨床試験 phase I を行い、ヒトにおける
安全性を担保できるか、これらを評価することが必須の課題となる。 
 
 本章の結論として、αSyn 病原性伝播の in vivo モデルを用いることで、FABP3 が 
αSyn のプリオン様伝播を媒介することを明らかにした。さらに、FABP3 リガンド 
MF1 はマウス、ヒト由来いずれの αSyn による病原性の伝播や行動障害に対して
も抑制効果があったことから、臨床における有効性も期待される。したがって本研
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究で得られたことは、典型的な PD のみならず、特に神経細胞において病理所見が
見られるシヌクレイノパチーにおいて FABP3 を標的とする手がかりになり得る。 
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第 4 章 黒質ドパミン神経における内在性 α-synuclein の病原性
獲得における FABP3 の関与 
 
第 1 節 序論 
 第 3 章では、両側黒質 αSyn PFF 注入マウスにおいて、FABP3 が脳内のリン酸
化 αSyn 蓄積を媒介することを明らかにした。一方、外来性、内在性の区別なく 
αSyn のリン酸化反応を可視化したため、注入した αSyn PFF による内在性 αSyn 
の病原性獲得において、FABP3 がどのように関与しているかは不明である。すなわ




 これらの課題を解決するため、本研究では、蛍光色素 ATTO550 で標識したマウ
ス由来 αSyn を用いた。ATTO550 標識 αSyn を用いることで外来性 αSyn が可視
化されるため、注入後の取り込みや蓄積、内在性 αSyn への病原性伝播に関して詳
細な機構を解析することができる。当研究室の先行研究では、マウス中脳由来の初
代培養ドパミン神経細胞に MPP+ と ATTO550 標識 αSyn monomer を共処置する
と、野生型マウスでは細胞内に取り込まれた αSyn が蓄積、凝集する一方、FABP3 
欠損マウスではこれらが抑制される (Kawahata et al., 2019)。本研究では背側線条体
を注入領域とした。背側線条体を選んだ理由として、αSyn が神経軸索を逆行性に輸
送されることが示唆されており (Henderson et al., 2019)、実際に背側線条体へ病原性 
αSyn を注入すると黒質緻密部でリン酸化 αSyn の蓄積が見られる (Froula et al., 
2019) ことが挙げられる。すなわち、背側線条体へ αSyn を注入した後、黒質ドパ
ミン神経細胞内における蓄積を経時的に解析することで、線条体から逆行性に輸送
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されてきた αSyn に対して FABP3 がどのような影響を与えるか明らかにするこ
とができる。本研究では、ATTO550 標識の αSyn monomer および fibril を野生型
および FABP3 欠損マウスの背側線条体へ注入し、黒質ドパミン神経細胞における
蓄積や内在性 αSyn への病原性の伝播における FABP3 の役割を明らかにすること
を目的とした。 
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第 2 節 線条体注入後の黒質ドパミン神経における外来性 α-synuclein の蓄積と
神経脱落 
 αSyn 細胞間伝播の経時的なプロファイルを明らかにするため、毒性のない αSyn 
monomer および病原性をもつ αSyn fibril を両側の背側線条体へ注入し、Fig. 4-1 に
示すスケジュールにより黒質ドパミン神経における解析を行った。 
 野生型マウスの線条体へ αSyn monomer を注入した 1 日後、TH 陽性の黒質ドパ
ミン神経細胞内における ATTO 陽性 αSyn の量は一過性に増加し、その後減少し
た (Fig. 4-2A)。野生型マウスで見られる αSyn monomer の一過性の蓄積は FABP3 
欠損マウスでは見られなかった (1 day: p < 0.01 vs. Fabp3+/+ group; Fig. 4-2A)。次に 
ATTO 陽性 αSyn fibril の蓄積について同様に解析した。αSyn fibril の蓄積量は 
monomer よりも少ないものの、野生型マウスでは注入後の時間経過とともに徐々に
増加した (Fig. 4-2B)。一方 FABP3 欠損マウスでは野生型マウスと比較して時間依
存的な αSyn fibril の蓄積量が低値であった (3 day: p < 0.05; 10 day: p < 0.01; 30 day: 
p < 0.01 vs. Fabp3+/+ group; Fig. 4-2B)。外来性 αSyn の蓄積による αSyn 病理形成
を確認するため、同様のスケジュールでリン酸化 αSyn を評価した。αSyn monomer 
の注入は、野生型、FABP3 欠損マウスともに全タイムコースで αSyn のリン酸化反
応を起こさなかった (Fig. 4-2A)。αSyn fibril を注入した野生型マウスでは、10 日後
の時点でリン酸化 αSyn 陽性のレビー小体様の構造物が形成されており、30 日後
にはさらに明瞭な封入体に成熟していた (Fig. 4-2B)。FABP3 欠損マウスでも同様の
タイムコースでリン酸化 αSyn 陽性細胞が見られたが、野生型マウスと比較すると
未成熟であった (Fig. 4-2B)。 
 外来性 αSyn fibril の蓄積と αSyn のリン酸化による神経毒性を明らかにするた
め、同様のスケジュールで黒質緻密部における TH 陽性細胞数を定量した (Fig. 4-
3A)。αSyn monomer による TH 陽性細胞数への影響はなかった (Fig. 4-3B)。αSyn 
fibril を注入した野生型マウスでは、リン酸化 αSyn 陽性の封入体が形成され始め
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た 10 日後の時点 (Fig. 4-2B) で TH 陽性細胞数が減少傾向にあった (p = 0.052 vs. 
monomer-injected Fabp3+/+ group; Fig. 4-3B)。注入の 30 日後、αSyn fibril を注入した
野生型マウスでは TH 陽性細胞数が有意に減少していた (p < 0.01 vs. monomer-
injected Fabp3+/+ group; Fig. 4-3B)。一方 FABP3 欠損マウスでは αSyn fibril を注入





Fig. 4-1 Experimental schedules and the injection site regarding intrastriatal αSyn injection. 
(A) Experimental schedules in this study. Mice were divided into two groups and subjected to each 
experiment. (B) (top) Bilateral markers (*) in the dorsal striatum depict the injection sites. (bottom) A 
representative image of the injection sites obtained from αSyn fibril-injected Fabp3+/+ mice 30 days 
after the injection. The image was overlaid on the diagram shown above. ATTO550-positive 
immunoreactivities were directly visualized by a confocal microscope. Scale bar: 1 mm.
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Fig. 4-2 Effects of Fabp3 deletion on exogenous αSyn accumulation in intrastriatal αSyn-injected 
mice. 
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ATTO550-positive area (magenta) per TH-positive cells (cyan) were quantified at indicated days after 
monomeric (A) or fibrillar (B) αSyn injection, respectively. While no pαSyn-positive 
immunoreactivity (yellow) was observed in monomeric αSyn-injected group over the time course (A), 
pαSyn-positive LB-like inclusions were formed at 10 and 30 days after fibrillar αSyn injection (B). 
Scale bar: 10 μm. (A) Significant effects were detected in genotype, F(1, 40) = 45.452, p < 0.0001; time, 
F(4, 40) = 27.344, p < 0.0001; genotype × time; F(4, 40) = 17.276, p < 0.0001 in two-way ANOVA in 
terms of ATTO/TH area ratio. **p < 0.01 for Fabp3+/+ vs. Fabp3-/- mice (n = 5 per group). (B) 
Significant effects were detected in genotype, F(1, 40) = 57.456, p < 0.0001; time, F(4, 40) = 5.058, p < 
0.01; genotype × time; F(4, 40) = 6.510, p < 0.001 in two-way ANOVA in terms of ATTO/TH area ratio. 
*p < 0.05 and **p < 0.01 for Fabp3+/+ vs. Fabp3-/- mice (n = 5 per group).  
- 80 - 
 
 
Fig. 4-3 Effects of Fabp3 deletion on dopaminergic neuronal loss in the SNpc in intrastriatal 
αSyn fibril-injected mice. 
(A) Representative images of TH-positive cells (cyan) in the substantia nigra at 30 days after 
intrastriatal αSyn injection. Images from PBS-injected Fabp3+/+ and Fabp3-/- groups were represented 
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as reference control. The dashed line depicted in PBS-injected Fabp3+/+ group indicates the boundary 
between SNpc and VTA. Scale bar: 250 μm. (B) Quantitative analyses of TH-positive cells in the SNpc 
at indicated days after the injection. Significant effects were detected in genotype, F(1, 80) = 8.274, p < 
0.01; strain, F(1, 80) = 33.984, p < 0.0001; genotype × strain; F(1, 80) = 5.178, p < 0.05; strain × time; F(4, 
80) = 3.898, p < 0.01; genotype × strain × time; F(4, 80) = 2.774, p < 0.05; in three-way ANOVA in terms 
of number of TH-positive cells. **p < 0.01 for αSyn monomer-injected vs. fibrillar-injected Fabp3+/+; 
#p < 0.05 for αSyn fibril-injected Fabp3+/+ vs. Fabp3-/- mice (n = 5 per group).   
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第 3 節 病原性 α-synuclein 線条体注入後の黒質ドパミン神経における内在性 α-
synuclein の病原性獲得 
 FABP3 欠損マウスでは黒質ドパミン神経における外来性 αSyn の蓄積および神
経脱落が抑制された (Figs. 4-2, 4-3)。そこで、αSyn fibril による細胞毒性発現の要因
となるリン酸化 αSyn について注入 10, 30 日後の時点で定量解析した。αSyn fibril 
注入により生じたリン酸化 αSyn 陽性細胞数は、野生型マウスと比較し FABP3 欠
損マウスで有意に低値であった (10 day: p < 0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group; 
30 day: p < 0.05 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group; Fig. 4-4A)。リン酸化 αSyn のほ
か、filament 構造特異的な αSyn に対する免疫反応によりレビー小体様の封入体形
成を評価した。リン酸化 αSyn と同様に、filament αSyn 陽性細胞数は、野生型マウ
スと比較し FABP3 欠損マウスで有意に低値であった (p < 0.01 vs. αSyn fibril-
injected Fabp3+/+ group; Fig. 4-4B)。興味深いことに、リン酸化 αSyn、filament αSyn い
ずれの免疫反応も、ATTO550 が示す外来性 αSyn fibril と共局在しない部分が存在
した (arrowheads; Fig. 4-4C)。すなわち、リン酸化反応および filament 構造への変化
を受けた内在性 αSyn が存在することが明らかになった。この結果は、線条体への








Fig. 4-4 Effects of Fabp3 deletion on seeding of endogenous αSyn into Lewy body-like inclusions 
in the SNpc in intrastriatal αSyn fibril-injected mice. 
αSyn-positive inclusions were assessed using pαSyn-specific (yellow; A) and filament αSyn-specific 
(yellow; B) antibodies, respectively. Sections were co-stained with anti-TH antibody (cyan), and 
ATTO550-positive immunoreactivity (magenta) was directly visualized. Scale bar: 10 μm. (A) 10 day, 
t(4.27) = 4.55; 30 day, t(5.44) = 2.77 in Welch’s t-test (n = 5 per group). (B) t(4.85) = 3.83 in Welch’s t-test 
(n = 5 per group). *p < 0.05 and **p < 0.01 for αSyn fibril-injected Fabp3+/+ vs. Fabp3-/- group (n = 5 
per group). (C) Arrowheads depict ATTO550-negative αSyn inclusions and indicate that exogenous 
αSyn seeds endogenous species into Lewy body-like inclusions. The images were extracted from (A) 
and (B). Scale bar: 10 μm. 
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第 4 節 線条体 α-synuclein 注入後のパーキンソン症状 




ままであった (αSyn fibril-injected Fabp3+/+ mice: p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ 
mice; αSyn fibril-injected Fabp3-/- mice: p > 0.05 vs. PBS-injected Fabp3+/+ mice; Fig. 4-
5A)。ビームウォーキング試験においても、αSyn fibril を注入した野生型マウスでは
足を踏み外す回数が増加した (p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ mice; Fig. 4-5B)。
FABP3 欠損マウスでは αSyn fibril を注入しても正常な運動機能を維持しており、
その成績は αSyn fibril を注入した野生型マウスよりも優れていた (p < 0.01 vs. 
fibril-injected Fabp3+/+ mice; Fig. 4-5B)。 
 
Fig. 4-5 Effects of Fabp3 deletion on impaired motor performance after intrastriatal injection of 
αSyn fibrils. 
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(A) Latency to fall from a rotated rod in a rotarod task (n = 7 per group) was measured. Significant 
effects were detected in terms of the latency to fall in strain, F(2, 36) = 8.729, p < 0.001 in two-way 
ANOVA. (B) Error number of steps in a beam-walking task was measured (n = 7 per group). 
Significant effects were detected in terms of the number of foot slips in genotype, F(1, 36) = 8.710, p < 
0.001; strain, F(2, 36) = 18.009, p < 0.0001; genotype × strain, F(2, 36) = 7.949, p < 0.01 in two-way 
ANOVA; **p < 0.01 for PBS-injected vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ mice; ##p < 0.01 for αSyn fibril-
injected Fabp3+/+ vs. Fabp3-/- mice. n.s., not significant. 
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第 5 節 考察 
 本研究では、ATTO 標識 αSyn を用いた in vivo αSyn 注入モデルにより外来性 
αSyn を可視化した。背側線条体へ注入する本モデルを用いて黒質ドパミン神経に
おける αSyn の病原性伝播を評価し、(1) αSyn monomer と fibril ではドパミン神経
細胞内における時間依存的な蓄積の表現型が異なること、(2) 背側線条体から輸送
された αSyn fibril の病原性が内在性 αSyn へ伝播して神経脱落を引き起こすこと 
(3) FABP3 欠損マウスでは外来性 αSyn の蓄積と病原性の伝播が阻害され、神経脱
落とパーキンソン症状が抑制されることを明らかにした。 
 
黒質ドパミン神経における αSyn strain 依存的な経時的蓄積に関するプロファイル 
 培養細胞へ αSyn monomer または fibril を transduction により発現させると、
monomer は数時間以内に分解される一方で fibril は数日間細胞内に留まる (Luk et 
al., 2009)。マウス嗅球へ αSyn monomer を注入すると、90 分後には前嗅核をはじめ
とする嗅球との神経投射を豊富にもつ領域で外来性 monomer が検出される一方、
fibril で同様のことを行っても嗅球以外では検出されない (Rey et al., 2013)。したが
って、αSyn monomer は細胞間輸送されやすく分解もされやすい一方、fibril は細胞
間輸送に時間を要するまたは輸送量が少ないものの分解されにくいと考えられる。
本研究では背側線条体へ αSyn monomer, fibril を注入し、黒質ドパミン神経細胞内
へ輸送された量を経時的に評価した。細胞内における monomer の量は注入の 1 日
後にピークに達し、その後急速に減少した (Fig. 4-2A)。一方 fibril の量は徐々に増
加していき、10-30 日後にピークに達した (Fig. 4-2B)。また、ピーク時の量を比較
すると fibril は monomer のおよそ 25% であった (average of ATTO/TH area ratio 
(%); monomer 1 day: 18.8; fibril 10 day: 4.1; Fig. 4-2)。これらの結果は先に述べた報告
と一致しており、背側線条体へ注入した後の黒質ドパミン神経においても、αSyn 
monomer は細胞内へ輸送されやすく分解も受けやすい一方、fibril は細胞内移行す
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る量は少ないものの徐々に蓄積していくと考えられる。第 1 章第 2 節で述べたよ
うに、細胞内 αSyn の分解はオートファジー・リソソーム系やユビキチン・プロテ




黒質線条体ドパミン神経における αSyn の逆行性輸送に対する FABP3 の役割 
 当研究室の先行研究では MPTP 投与マウスの黒質における αSyn と FABP3 の
相互作用解析が行われており、FABP3 は αSyn の monomer よりも oligomer とよ
り強く相互作用すると推測される (Shioda et al., 2014)。一方本研究では、αSyn 
monomer, fibril ともに  FABP3 欠損によりその蓄積が抑制された  (Fig. 4-2)。
Monomer の蓄積も抑制された要因として、黒質ドパミン神経細胞内で αSyn が一
過性に増加したことが挙げられる。第 1 章第 1 節で述べたように、αSyn は神経終
末に豊富に発現しており、通常の生理的条件下で細胞体における発現は少ない。
Monomer のような毒性のない αSyn strain であっても、細胞内における量が増加し、
かつ FABP3 のごく近傍に存在する状況では相互作用する可能性がある。また、細
胞体に密集することにより、注入した αSyn monomer 同士が一過性に oligomer を
形成することで FABP3 と相互作用している可能性も考えられる。第 1 章第 1 節
で述べたように、生理的条件下でも毒性のない αSyn tetramer が形成され得ること
が示唆されており、注入した αSyn monomer 同士がこの表現型を得ている可能性が
ある。背側線条体へ αSyn monomer を注入してから黒質ドパミン神経での蓄積が見
られる 1, 3 日後に毒性のない oligomer が形成されているか、また FABP3 と相互
作用しているか解析することでこれらを明らかにできると考えられる。 
 第 1 章第 2 節において αSyn の細胞間伝播が神経軸索を介して行われること
を述べたが、in vivo αSyn 注入モデルと in silico による神経接続の解析を組み合わ
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せることにより、特に注入後早期において αSyn は神経投射に沿って逆行性に輸送
されることが示唆されている (Henderson et al., 2019; Mezias et al., 2020)。実際に、逆
行性の神経投射を可視化するトレーサーと病原性 αSyn をマウス線条体へ注入す
ると、黒質、大脳皮質、扁桃体等、線条体へ投射神経をもつ領域でトレーサーとリ
ン酸化 αSyn が検出される (Froula et al., 2019)。興味深いことに、マウス脳における 
FABP3 の局在を解析した当研究室の先行研究では、FABP3 は黒質のドパミン神経
細胞に高発現する一方、背側線条体のドパミン神経終末にはほとんど発現していな
いことを明らかにしている (Shioda et al., 2010)。すなわち、背側線条体から黒質へ
の αSyn の逆行性輸送に FABP3 が関与している可能性は低い。したがってこの経
路では、FABP3 は αSyn の逆行性輸送や細胞内への取り込みではなく、細胞内移行
した後の蓄積と内在性 αSyn への病原性伝播に関与すると考えられる。一方、当研
究室では最近、FABP3 の結合パートナーであるドパミン D2 受容体の long isoform 
(D2L 受容体) が、黒質ドパミン神経細胞内への αSyn 移行を媒介することを報告し
た (Kawahata et al., 2021)。D2 受容体アゴニスト存在下で D2 受容体は caveolin-1 
と相互作用して細胞内移行するが (Genedani et al., 2005)、αSyn はアゴニスト様に 
D2 受容体を刺激すること、caveolin-1 と相互作用することも報告されている (Kim 
et al., 2006; Madeira et al., 2011)。直接的な根拠は示されていないが、これらの報告か
ら D2 受容体および caveolin-1 が αSyn の細胞内移行を媒介する可能性が考えら
れる。したがって、D2 受容体を介した αSyn の細胞内移行を、D2L 受容体の結合
パートナーである FABP3 が間接的に制御している可能性も考えられる。 
 これまで明らかにしてきたことと本研究から、FABP3 が高発現する領域は αSyn 
病理形成に対して脆弱であることが示唆される。一方、黒質ではドパミン神経のほ
ぼすべてに FABP3 が発現しているため、ある一領域における FABP3 陽性細胞と 
FABP3 陰性細胞の間で αSyn 病理形成のしやすさに違いがあるかは不明である。
今後、黒質線条体ドパミン神経だけではなく種々の領域における αSyn 細胞間伝播
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と FABP3 の局在との関連について明らかにできれば、αSyn 病理形成における 
FABP3 の重要性をより明確にできるとともに、認知症や抑うつ等、シヌクレイノパ
チーにおけるパーキンソン症状以外の症状に対しても、発症機構の中枢に位置する
分子として FABP3 を提唱することが期待できる。例として、前帯状皮質における 
αSyn 病理と血流低下は、シヌクレイノパチーにおける認知機能障害と幻覚に寄与
しており (Kövari et al., 2003; Heitz et al., 2015)、この領域において FABP3 はグルタ
ミン酸神経には少なく GABA 神経に高発現している (Yamamoto et al., 2018)。この
ような、FABP3 が subpopulation-specific な局在を示す領域で αSyn 病理を解析す
ることで、より FABP3 の重要性を明らかにできると考えられる。 
 
内在性 αSyn への病原性伝播における FABP3 の役割 
 第 2 章では、αSyn PFF を黒質へ注入したマウスで見られるリン酸化 αSyn の蓄
積が FABP3 欠損や FABP3 リガンド MF1 によって抑制されることを明らかにし
た。また、黒質に FABP3 を強制発現させるとこの抑制効果が切れることを共同研
究者が明らかにした。しかしながら、FABP3 を介したリン酸化 αSyn の蓄積が、外
来性 αSyn の蓄積のみによる結果なのか、プリオン様に内在性 αSyn が病原性を獲
得した結果なのかは不明であった。本研究では ATTO 標識 αSyn を用いることで
この課題を解決した。αSyn fibril は黒質ドパミン神経に蓄積して αSyn のリン酸化
反応および filament 構造への変化を誘発したが、これらの病原性 αSyn は必ずしも 
ATTO 陽性ではなかった (Fig. 4-4C)。すなわち、内在性 αSyn がこれらの翻訳後修
飾と構造変化を受けて病原性を獲得していることが明らかになった。FABP3 欠損マ
ウスを用いた結果から、FABP3 は外来性 αSyn の蓄積を介して内在性 αSyn の病
原性獲得および封入体へのリクルートを媒介すると考えられる。この結果と一致し、
FABP3 欠損マウスでは病原性の伝播により生じる細胞毒性を抑制してドパミン神
経を保護し、その結果としてパーキンソン症状も抑制された (Figs. 4-3, 4-4, 4-5)。し
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たがって、プリオノイド仮説に基づく αSyn 病原性伝播において、FABP3 がその阻
害標的となり得ることをより支持できる結果を得た。 
 
αSyn の細胞間伝播において FABP3 は αSyn の取り込みや分解に関与し得るか 
 本研究では細胞内における αSyn の蓄積と病原性獲得に焦点を置き、FABP3 の




FABP3 が培地へ分泌されることが報告された (Varrone et al., 2013)。急性心筋梗塞で
は発症から 3-4 時間程度で心臓から多量の FABP3 が循環血中に一過性に分泌さ
れ、急性期のバイオマーカーとして有用であるとされている (Kleine et al., 1992)。心
筋細胞では microRNA の miR-1 が FABP3 の発現を負に制御しており、病態時は 
miR-1 が減少することで FABP3 の発現が促進されるとともに、心筋細胞膜の透過
性亢進によって小分子である FABP3 が放出されやすいことが報告されている 
(Iida et al., 2007; Varrone et al., 2013)。miR-1 はマウス脳にも発現しているがその量は
心臓のおよそ 1/1,000 であり (Mishima et al., 2007)、脳内で FABP3 の発現制御を担
っているかは不明である。脳における FABP3 の発現量は心臓のおよそ 1/10 であ
る (Fagerberg et al., 2014; https://www.proteinatlas.org/) ことからも、脳実質からの 
FABP3 の分泌は少ない可能性がある。一方、αSyn oligomer が細胞膜構造を破綻さ
せる (Fusco et al., 2017) ことから、膜透過性が亢進した結果、αSyn と FABP3 が結
合した状態で細胞外へ分泌される可能性も考えられる。第 1 章第 3 節で述べたよ
うに、シヌクレイノパチー患者の脳脊髄液や血清中で FABP3 量が変動しているこ
とからも、FABP3 が αSyn の細胞外分泌を媒介するのか、分泌後それらがクリアラ
ンスされるのか、またはほかの細胞内へ取り込まれることで伝播を促進しているの




細胞外分泌や細胞内取り込みに対する FABP3 の役割を解明したい。 
 病原性 αSyn は細胞内で分解されにくいこと、病原性 αSyn によって分解系自身
の機能が低下することはすでに述べたが、脂肪酸と αSyn 分解系に関する知見があ
る。Phospholipase A2 のノックダウンまたは阻害剤 GK200 処置により培養細胞膜
のアラキドン酸遊離を抑制すると、細胞膜へ結合しやすい構造の αSyn oligomer が
減少する一方、プロテアソームにより分解されやすい構造の αSyn oligomer が増加
し、結果として細胞内 αSyn 毒性が減少して細胞死が抑制される (Xylaki et al., 2020)。
したがって、FABP3 リガンド MF1 によって FABP3/PUFA と αSyn 間の相互作用
を阻害すると、プロテアソームによる αSyn の分解を促進し得る。αSyn 細胞外分
泌機構のほか、αSyn 分解系における FABP3 の役割についても明らかにできる可
能性がある。 
 
 本章の結論として、外来性 αSyn を可視化することにより、in vivo において 
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第 5 章 前脳基底部 GABA 神経における α-synuclein 毒性およ
び記憶学習機能障害における FABP3 の役割 
 
第 1 節 序論 
 第 1 章第 1 節で述べたように、シヌクレイノパチーの症状にはパーキンソン症
状だけではなく認知症が挙げられ、10-20 年にわたるコホート研究では PD 患者の
半数以上に認知症が出現するとされている (Buter et al., 2008; Hely et al., 2008)。PD 
のほか、認知症をともなうシヌクレイノパチーの代表には DLB が挙げられ、パー
キンソン症状の発症前、または発症後 1 年以内に認知症を発症することが定義の
ひとつとなっている (McKeith et al., 2005)。剖検脳の解析から、PD や DLB の認知
症には大脳皮質や海馬におけるレビー小体が関与していると示唆されている 
(Mattila et al., 2000; Adamowicz et al., 2017)。第 1 章第 2 節で述べた αSyn 病理進展
仮説において、Braak らは剖検脳解析の結果から αSyn 病理が出現する時期を 6 段
階に分類し、種々の領域をいずれかに当てはめた。大脳皮質や海馬における αSyn 
病理の出現は最速で stage 4 以降であり、stage 3 でレビー小体が見られるとされて
いる黒質よりも後期である (Braak et al., 2003)。大脳皮質や海馬における αSyn 病理
によって認知症が発症するとすれば、DLB の診断基準と矛盾する。Braak の仮説が
あらゆる αSyn 病理に当てはまるとは限らないが、大脳皮質や海馬のほかに、αSyn 
病理が早期に出現し認知機能低下の発端となる領域が存在する可能性がある。 
 大脳皮質や海馬のほかに認知機能に関与する領域として、前脳基底部に位置する
内側中隔野 (・対角帯) (medial septum/diagonal band; MS/DB) が挙げられる。内側中
隔野は海馬や大脳皮質等へグルタミン酸、GABA およびアセチルコリン神経を投射
しており、記憶学習に重要で神経細胞間の同期により生じる θ 波を発生させる 
(Petsche et al., 1962; Bigl et al., 1982; Freund and Antal, 1988; Colom et al., 2005)。内側中





経であることがわかっている (Lee et al., 1988; Dwyer et al., 2007; Fuhrman et al., 2015; 
Knox and Keller, 2016; Sans-Dublanc et al., 2020)。Braak らによると、内側中隔野を含
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第 2 節 病原性 α-synuclein 線条体注入による記憶学習機能障害 
 第 4 章と同様に αSyn を蛍光色素 ATTO550 で標識し、マウス背側線条体へ注
入した。本章では αSyn monomer, fibril のほか αSyn ribbon を注入した。Fibril と同
様に ribbon も β-sheet 構造をとり病原性をもつが、両者の違いとして、結晶構造、
培養細胞および個体における毒性等が挙げられる。電子顕微鏡下で αSyn ribbon に
はねじれが見られるが fibril にはねじれがない (Bousset et al., 2013)。Proteinase K 分
解に対する抵抗性は fibril がより高く、培養細胞へ処置した際の細胞生存率は 
fibril でより減少する (Bousset et al., 2013)。マウス黒質へ注入すると、黒質における 
pαSyn 陽性細胞は ribbon の方が多いが、ドパミン神経脱落と運動機能障害は fibril 
でより顕著に現れる (Peelaerts et al., 2015)。したがって、両者はともに病原性をもつ
が、特にドパミン神経における毒性と運動機能障害に関しては fibril の方がより高
いと考えられる。一方、記憶学習機能に関してはこれらの構造的違いによる毒性に
ついて明らかにされておらず、本章でははじめに αSyn strain 依存的な記憶学習機
能障害について Fig. 5-1 に示すスケジュールにより検討した。 
 新奇物体認識試験における物体識別能は、注入 30, 60 日後の時点で fibril によ
り低下した (Fig. 5-2A)。60 日後には ribbon 注入群においても物体識別能が低下し
た (Fig. 5-2A)。受動的回避試験における暗箱へ進入するまでの時間も同様に、αSyn 
注入の 30, 60 日後の時点で fibril により短縮し (30 day: p < 0.01 vs. PBS-injected 
group; 60 day: p < 0.01 vs. PBS-injected group; Fig. 5-2B)、60 日後には ribbon 注入群
においても短縮した (60 day: p < 0.01 vs. PBS-injected group; Fig. 5-2B)。一方、Y 型
迷路試験における交替行動は αSyn 注入による影響を受けなかった (Fig. 5-2C)。空
間学習能を詳細に解析するため、Y 型迷路試験と比較してより複雑な空間参照記憶
を要する Barnes 迷路試験を行った (Fig. 5-2D-G)。αSyn 注入の 30 日後に行った 4 
日間の訓練試行では、いずれの群も訓練によりゴールに到達するまでの時間が短縮
されており、空間学習能は正常であった (Fig. 5-2D)。一方、αSyn 注入の 60 日後の
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時点では、αSyn fibril 注入によりゴールに到達するまでの時間が長かった (day 2: p 
< 0.01 vs. PBS-injected group; 3 day: p < 0.01 vs. PBS-injected group; Fig. 5-2E)。4 日間
の訓練試行終了後、3 日間の休止期間を経た後にプローブ試験を行った。プローブ
試験ではゴールを取り除き、ゴールがあった位置を探索する累計時間を測定した。
探索時間が長いほど、空間記憶を保持しているとみなした。αSyn 注入の 30 日後で
は、訓練試行と同様にプローブ試験においても αSyn による影響はなかった (Fig. 
5-2F)。一方 60 日後の時点では、αSyn fibril により探索時間が減少した (p < 0.01 vs. 
PBS-injected group; Fig. 5-2G)。以上の結果より、αSyn の背側線条体注入による記憶
学習機能障害は、fibril でより顕著に現れることを明らかにした。 
 
Fig. 5-1 Experimental schedules in this study. 
Experimental schedules in this study using mice intrastriatally injected with αSyn. Mice were divided 
into two groups and subjected to each experiment. Experiment 1 was conducted to reveal αSyn strain-
dependent properties regarding cognitive impairments and the related pathological changes. Mice 
were injected with αSyn monomers, fibrils, or ribbons. Experiment 2 was conducted using Fabp3-/- 
mice to address whether FABP3 participates in αSyn-induced cognitive impairments and the related 
pathology. Mice were injected with αSyn monomers or fibrils. 
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Fig. 5-2 αSyn strain-dependent cognitive impairments after intrastriatal injection. 
(A) Discrimination index in a novel object recognition task (n = 7 per group). *p < 0.05 and **p < 
0.01 between the ratio of exploration of familiar and novel objects within groups. (B) Latency to enter 
the dark compartment in a passive avoidance task (n = 7 per group). Significant effects were detected 
in strain at 30 days, F(3, 24) =7.02, p < 0.005 in one-way ANOVA; Significant effects were detected in 
strain at 60 days, F(3, 24) =18.17, p < 0.001 in one-way ANOVA; **p < 0.01 vs. PBS-injected group in 
the same day. (C) Spontaneous alternations in a Y-maze task (n = 7 per group). (D-E) Latency to enter 
the escape box in training sessions in the Barnes maze task (n = 7 per group). The sessions were 
conducted twice per day. The insertion depicts the days when the latency was significantly different 
between groups. Significant effects were detected in the latency to enter the target hole at 60 days by 
day (F(2.37, 56.78) = 24.12, p < 0.001), strain (F(3, 24) = 8.40, p < 0.001), and day × strain (F(7.10, 56.78) = 
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2.29, p < 0.05) in two-way repeated measures ANOVA; **p < 0.01 vs. PBS-injected group. (F-G) 
Latency to explore the target hole in probe test sessions in the Barnes maze task (n = 7 per group). The 
test was conducted 4 days after the final training sessions. Significant effects were detected in strain 
at 60 days, F(3, 24) =5.95, p < 0.01 in one-way ANOVA; **p < 0.01 vs. PBS-injected group. 
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第 3 節 病原性 α-synuclein 線条体注入による内側中隔野 GABA 神経細胞にお
ける α-synuclein 毒性 
 αSyn fibril による記憶学習機能障害がどのような病理学的変化によるものである
か明らかにするため、記憶学習障害が見られ始めた注入 30 日後の時点でマウス脳
を摘出した。内側中隔野におけるアセチルコリン神経は、一部のアルツハイマー病
患者や DLB 患者で減少している (Davies and Maloney, 1976; Whitehouse et al., 1982)。
したがって、抗 choline acetyltransferase (ChAT) 抗体を用いて内側中隔野におけるア
セチルコリン神経細胞数を定量した。予想に反し、内側中隔野における ChAT 陽性
細胞数は αSyn を注入しても減少しなかった (Fig. 5-3A)。アセチルコリン神経と同
様に内側中隔野において記憶学習機能を制御する  GABA 神経について、抗 
glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67) 抗体を用いて評価した。内側中隔野における 
GAD67 陽性細胞数は、αSyn fibril 注入により減少した (p < 0.01 vs. PBS-injected 
group; Fig. 5-3B)。αSyn ribbon 注入群においても GAD67 陽性細胞数が減少する傾
向にあったが有意ではなかった (Fig. 5-3B)。 
 次に、内側中隔野における GABA 神経細胞の減少と αSyn 毒性の関連を明らか
にするため、ChAT, GAD67 陽性細胞における pαSyn 陽性細胞の割合に関して 
monomer との比較解析を行った (Fig. 5-4)。αSyn fibril および ribbon の注入により、
アセチルコリン神経において pαSyn が増加する傾向にあったが有意ではなかった 
(Fig. 5-4A)。一方、細胞数の減少 (Fig. 5-4B) と一致し、GAD67 陽性の GABA 神経
における pαSyn 陽性細胞数は、αSyn fibril により有意に増加した (p < 0.05 vs. 
monomer-injected group; Fig. 5-4B)。GAD67 と同様に GABA 神経マーカーである 
parvalbumin 陽性細胞においても pαSyn が蓄積していた (Fig. 5-4C)。外来性 αSyn 
を示す ATTO550 の陽性反応は αSyn strain によらず同程度に検出された (Fig. 5-4)。 
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Fig. 5-3 Selective decrease in septal GABAergic neurons after intrastriatal injection of αSyn. 
(Left) ChAT-positive (A) and GAD67-positive (B) cells in the MS/DB 30 days after the injection. 
Scale bar: 500 μm. (Right) Quantitative analyses of each protein-positive cell number in the MS/DB. 
Significant effects were detected in terms of the number of GAD67-positive cells in strain, F(3, 12) = 
7.66, p < 0.005 in one-way ANOVA; *p < 0.05 vs. PBS-injected group (n = 4 per group). ChAT, 
choline acetyltransferase; GAD67, glutamic acid decarboxylase 67. 
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Fig. 5-4 Accumulation of pαSyn in septal GABAergic neurons after intrastriatal injection of 
αSyn. 
(A, B) (Left) Representative images of pαSyn (yellow) accumulation and exogenously applied αSyn 
(ATTO; magenta) in ChAT-positive (A) and GAD67-positive (B) cells (cyan) in the MS/DB 30 days 
after the injection. Scale bar: 50 μm. (Right) Quantitative analyses of the ratio of pαSyn-positive cells 
in ChAT-positive (A) and GAD67-positive cells. Significant effects were detected in terms of the ratio 
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of pαSyn-positive cells related to GAD67-positive cells in strain in one-way ANOVA, F(2, 9) = 15.17, 
p < 0.005; **p < 0.01 vs. monomeric αSyn-injected group (n = 4 per group). (C) Representative images 
of pαSyn (yellow) accumulation and exogenously applied αSyn (ATTO; magenta) in parvalbumin-
positive cells (cyan) in the MS/nDB 30 days after the injection. Arrows depict pαSyn-accumulated 
parvalbumin-positive cells. Scale bar: 50 (merge) and 10 (magnification) μm, respectively. 
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第 4 節 内側中隔野における内在性 α-synuclein と FABP3 の発現と局在 
 背側線条体への αSyn fibril 注入は記憶学習機能を低下させ、これには内側中隔野
の GABA 神経における pαSyn の蓄積と細胞数の減少がともなっていた (Figs. 5-2, 
5-3, 5-4)。αSyn 細胞間伝播に関する近年の報告によると、αSyn は内在性の発現量
が多いほど、また病原性 αSyn を含む領域との神経投射が多いほど伝播しやすい 
(Erskine et al., 2018; Okuzumi et al., 2018; Henderson et al., 2019)。特に細胞間伝播の早
期においては、αSyn は神経投射に沿った逆行性輸送により伝播されることも示唆
されており (Mezias et al., 2020)、第 4 章においても背側線条体へ注入した αSyn が
黒質ドパミン神経細胞内へ逆行性に輸送されることを確認した。一方、内側中隔野
と背側線条体の間の神経投射は順行性、逆行性ともに少ない  (Do et al., 2016; 
Agostinelli et al., 2019)。実際に背側線条体への αSyn 注入後、内側中隔野への伝播が
少ないか第 4 章と同様のタイムコースで評価した。黒質ドパミン神経における蓄
積同様 (Fig. 4-2)、内側中隔野の microtubule-associated protein 2 (MAP2) 陽性成熟神
経細胞における αSyn fibril の蓄積は時間経過とともに徐々に増加する傾向にあっ
たが、monomer, fibril ともに黒質と比較して diffuse な分布を示した (Fig. 5-5)。 
 αSyn 細胞間伝播に対する脆弱性を決めるもうひとつの因子である内在性 αSyn 
の発現量に関しては、内側中隔野においてこれまで定量的な報告がない。また、こ
れまで着目してきた FABP3 の発現に関しても内側中隔野においては不明である。
したがって、αSyn, FABP3 ともに高発現する黒質緻密部を比較対象として、naïve マ
ウスの内側中隔野における発現量を免疫ブロット法により解析した (Fig. 5-6A)。内
側中隔野における内在性 αSyn の発現量は、黒質緻密部と同程度であった (Fig. 5-
6B)。一方、FABP3 の発現量は黒質緻密部と比較して内側中隔野で高かった (p < 
0.01; Fig. 5-6B)。次に内側中隔野の神経細胞における αSyn および FABP3 の発現を
より詳細に明らかにするため、それぞれの局在解析を行った。黒質をはじめとした
種々の脳領域と同様に、内側中隔野において αSyn は synaptophysin 陽性の神経終
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末に豊富に発現しており、MAP2 陽性成熟神経細胞の細胞体においてもわずかに発
現していた (Fig. 5-6C)。一方、アセチルコリン神経および GABA 神経における発
現は少なく、両者における偏りもなかった (Fig. 5-6C)。内側中隔野において FABP3 
は MAP2 陽性の成熟神経細胞に発現していた (Fig. 5-6D)。興味深いことに、FABP3 
はアセチルコリン神経には少なく、GABA 神経に高発現していた (Fig. 5-6D)。定量
解析の結果、内側中隔野における FABP3 陽性細胞のおよそ 70% は GABA 神経
であった (Fig. 5-6E)。以上の結果より、内側中隔野において内在性 αSyn は典型的
な局在パターンを示す一方、FABP3 は GABA 神経に豊富に発現することが明らか
になった。このことから、内側中隔野における GABA 神経選択的な αSyn 毒性の
要因のひとつとして、FABP3 の発現量の多さが考えられる。αSyn fibril 注入の 30 
日後、内側中隔野における FABP3 陽性細胞に pαSyn が蓄積する (Fig. 5-7) ことか
らも、FABP3 の発現が寄与していることがさらに示唆される。 
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Fig. 5-5 Temporal profile of the internalization of exogenous αSyn in neurons in the MS/DB after 
intrastriatal injection of αSyn monomers and fibrils. 
Representative images of accumulation of ATTO (magenta) in MAP2-positive neurons (cyan) in the 
MS/DB at indicated days after the injection. Scale bar: 10 μm. MAP2, microtubule-associated protein 
2. 
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Fig. 5-6 Properties of expression levels and the localization of endogenous αSyn and FABP3 in 
the MS/DB. 
(A) Representative images of blots probed with anti-αSyn and FABP3 antibodies detected in lysates 
of SNpc and MS/DB from naïve Fabp3+/+ and Fabp3-/- mice. (B) Quantitative analyses of the blots. 
Welch’s t-test detected a significant effect of regions in terms of FABP3 levels, t(7.40) = 3.58; **p < 
0.01 between SNpc and MS/DB from Fabp3+/+ mice (n = 5 per group). (C-D) Representative images 
of the localization of endogenous αSyn (C) and FABP3 (D) in the MS/DB. Sections were probed with 
anti-αSyn (C) or anti-FABP3 (D) antibody (yellow) with anti-synaptophysin, MAP2, ChAT, or GAD67 
antibodies (magenta). The lower images of each staining represent the magnification and the 
orthogonal XZ and YZ planes. Scale bar: 50 (merge) and 10 (magnification) μm, respectively. Sections 
were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; cyan). (E) Quantitative analyses of 
the ratio of ChAT-positive or GAD67-positive cells in FABP3-positive cells in the MS/DB (n = 3 each). 
MS/DB, medial septum/diagonal band. 
 
Fig. 5-7 Accumulation of pαSyn in FABP3-positive neurons in the MS/DB after intrastriatal 
injection of αSyn. 
Representative images of pαSyn (yellow) accumulation and exogenously applied αSyn (ATTO; 
magenta) in FABP3-positive cells (cyan) in the MS/DB 30 days after the injection of αSyn fibrils. 
Scale bar: 50 (merge) and 10 (magnification) μm, respectively. 
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第 5 節 内側中隔野 GABA 神経における α-synuclein 毒性および記憶学習機能
障害に対する FABP3 欠損の効果 
 内側中隔野の GABA 神経における αSyn 病理においても FABP3 の発現が寄与
することが示唆されたため、FABP3 欠損マウスを用いて Fig. 5-1 に示すスケジュ
ールにより検討した。背側線条体への αSyn fibril 注入の 30 日後、内側中隔野の 
GABA 神経における pαSyn の蓄積は FABP3 欠損マウスで抑制された (p < 0.01 vs. 
αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group; Fig. 5-8A, B)。pαSyn 蓄積に対する抑制効果と一致
し、αSyn fibril 注入による GAD67 陽性細胞数の減少は FABP3 欠損マウスで抑制
された (p < 0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group; Fig. 5-8C, D)。したがって、αSyn 
fibril の神経毒性とそれにともなう GABA 神経の減少が FABP3 欠損により抑制
されることが明らかになった。 
 最後に、背側線条体 αSyn fibril 注入による記憶学習機能障害に対する FABP3 欠
損の抑制効果を評価した。Fig. 5-2B と同様に、受動的回避試験における暗箱に進入
するまでの時間は、野生型マウスへの αSyn fibril 注入により短縮した (30 day: p < 
0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ group; 60 day: p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ group; Fig. 
5-9A)。αSyn fibril による記憶学習機能障害は FABP3 欠損マウスで抑制された (30 
day: p < 0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group; 60 day: p < 0.01 vs. αSyn fibril-injected 
Fabp3+/+ group; Fig. 5-9A)。また、空間学習能は Fig. 5-2E, G と同様に Barnes 迷路
試験により評価した。野生型マウスへの αSyn 注入の 60 日後、ゴールに到達する
までの時間は αSyn fibril により遅延した (day 2: p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ 
group; 3 day: p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ group; Fig. 5-9B, C)。訓練試行における
空間学習能の低下は FABP3 欠損により抑制された (day 2: p < 0.01 vs. αSyn fibril-
injected Fabp3+/+ group; 3 day: p < 0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group; Fig. 5-9B, 
C)。プローブ試験においても同様に、空間記憶の保持は野生型マウスへの αSyn fibril 
注入により低下し、FABP3 欠損により抑制された  (αSyn fibril-injected Fabp3+/+ 
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group: p < 0.05 vs. PBS-injected Fabp3+/+ group; αSyn fibril-injected Fabp3-/- group: p < 




Fig. 5-8 Effects of Fabp3 deletion on pαSyn accumulation and reduction of septal GABAergic 
neurons after intrastriatal injection of αSyn fibrils. 
(A) Representative images of pαSyn (yellow) accumulation in GAD67-positive cells (cyan) in the 
MS/DB 30 days after the injection. Arrows and arrowheads depict pαSyn-accumulated GAD67-
positive and -negative cells, respectively. Scale bar: 50 (merge) and 10 (magnification) μm, 
respectively. (B) Quantitative analyses of the ratio of pαSyn-positive cells in GAD67-positive cells (n 
= 6 per group). Welch’s t-test detected a significant effect of genotype in terms of FABP3 levels, t(7.35) 
= 5.12, p < 0.01; **p < 0.01 between αSyn fibril-injected Fabp3+/+ and Fabp3-/- mice. (C) 
Representative images of GAD67-positive cells (cyan) in the MS/DB 30 days after the injection. Scale 
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bar: 250 μm. (D) Quantitative analyses of GAD67-positive cells (n = 6 per group). Significant effects 
were detected in genotype (F(1, 20) = 14.27, p < 0.005), strain (F(1, 20) = 5.78, p < 0.05), and genotype × 
strain (F(1, 20) = 7.51, p < 0.05) in terms of the number of GAD67-positive cells at 30 days in two-way 
ANOVA; **p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ mice; ##p < 0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ mice. 
 
 
Fig. 5-9 Effects of Fabp3 deletion on cognitive impairments after intrastriatal αSyn injection. 
(A) Latency to enter the dark box in a passive avoidance task (n = 7 per group). Significant effects 
were detected in genotype (F(1, 36) = 6.48, p < 0.05), strain (F(2, 36) = 11.16, p < 0.001), and genotype × 
strain (F(2, 36) = 12.93, p < 0.001) in terms of the latency to enter the dark compartment at 30 days and 
in genotype (F(1, 36) = 4.25, p < 0.05), strain (F(2, 36) = 9.21, p < 0.001), and genotype × strain (F(2, 36) = 
10.58, p < 0.001) at 60 days in two-way ANOVA; **p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ mice and ##p 
< 0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ mice in the same day. (B-C) Latency to enter the escape box 
in training sessions in the Barnes maze task (n = 7 per group) 60 days after the injection. The sessions 
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were conducted twice per day. The insertion in (C) depicts the days when the latency was significantly 
different between groups in (B). Significant effects were detected in terms of the latency to enter the 
target hole by day (F(2.41, 86.72) = 16.47, p < 0.001), genotype (F(1, 36) = 17.91, p < 0.001), strain (F(2, 36) 
= 7.73, p < 0.005), day × genotype (F(2.41, 86.72) = 3.01, p < 0.05), day × strain (F(4.82, 86.72) = 3.51, p < 
0.01), genotype × strain (F(2, 36) = 8.85, p < 0.001), and day × genotype × strain (F(4.82, 86.72) = 2.50, p 
< 0.05) in three-way repeated measures ANOVA; **p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ group; ##p < 
0.01 vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group. (D) Latency to explore the target hole in probe test 
sessions in the Barnes maze task (n = 7 per group). The test was conducted 4 days after the final 
training sessions. Significant effects were detected in strain (F(2, 36) =5.16, p < 0.05), genotype × strain 
(F(2, 36) = 4.79, p < 0.05) in two-way ANOVA; *p < 0.01 vs. PBS-injected Fabp3+/+ group; #p < 0.05 
vs. αSyn fibril-injected Fabp3+/+ group. 
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第 6 節 考察 
 本研究では、第 4 章と同様の in vivo αSyn 注入モデルを用いて、認知機能障害と
内側中隔野における神経病理に焦点を置いた。その結果、(1) αSyn fibril により種々
の記憶学習機能が低下すること (2) この記憶学習機能障害には内側中隔野 GABA 
神経におけるリン酸化 αSyn の蓄積と GABA 神経細胞の減少がともなうこと (3) 
FABP3 は内側中隔野において GABA 神経に高発現すること (4) FABP3 欠損マウ
スではこれらの神経病理と認知機能障害が抑制されることを明らかにした。 
 
αSyn strain 依存的な認知機能障害について 
 近年、病原性 αSyn の構造多形と病原性伝播や毒性との関連が示唆されている。
Van der Perren らは、シヌクレイノパチー患者の剖検脳に含まれる αSyn の病原性
をタンパク質ミスフォールディング循環増幅法により in vitro で増幅させて結晶構
造を観察したところ、PD および MSA 患者由来の αSyn はねじれのある構造 
(ribbon-like) である一方、DLB 患者由来の αSyn はねじれのない構造 (fibril-like) 
であることを見出した (2020)。また、これらの患者由来 αSyn strain をマウス脳へ
注入すると、黒質ドパミン神経の脱落やパーキンソン症状は MSA 患者由来の 
strain で最も障害された。一方、PD 患者と MSA 患者の αSyn は類似した繊維構造
をもちつつ、PD 患者の方がより多様な構造をとるとする報告もある (Strohäker et 
al., 2019)。αSyn の構造多形依存的な毒性等に関しては in vitro で合成された strain 
でも検証されており、第 2 節で述べたように proteinase K による分解に対する抵
抗性や培養細胞における毒性、黒質ドパミン神経の脱落やパーキンソン症状は、
ribbon よりも fibril の方が顕著に現れる (Bousset et al., 2013; Peelaerts et al., 2015)。
Rey らはこれらの αSyn fibril, ribbon のほか、異なる pH のバッファーで作製した 
fibril や C 末端の切断型から作製した fibril をマウス脳へ注入すると、脳内でリン
酸化 αSyn が検出される範囲や広がる早さが各 strain で異なることを報告してい
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る (2019)。本研究においても、αSyn 注入後の神経病理や行動表現型は strain によ
り異なっていた。背側線条体への αSyn 注入により生じる認知機能障害は、ribbon 
よりも fibril の方が顕著であり、内側中隔野 GABA 神経における神経病理も同様
であった (Figs. 5-2, 5-3, 5-4)。病原性 αSyn の構造多形と認知機能に及ぼす影響と
の関連については先行研究がなく、本研究がはじめての報告である。先に述べた患
者由来の αSyn 構造多形が報告により異なることから、シヌクレイノパチーの種類 
(PD, DLB, MSA) と αSyn の構造多型の間に 1 対 1 の関連性があるとは考えにく
い。例えば、上記の報告では PD 患者と MSA 患者の αSyn 構造は ribbon 構造で
共通しているが、第 1 章第 1 節で述べたように、PD 患者脳で見られる αSyn は
神経細胞において蓄積する一方、MSA 患者では主にオリゴデンドロサイトに蓄積
する。αSyn の構造多型と病原性、行動表現型等の関連性がより明らかになること
で、各疾患によって αSyn 病理の特徴が異なる理由が解明されることが期待される。 
 
シヌクレイノパチー病態における内側中隔野の寄与 
 DLB 患者では、内側中隔野における ChAT 陽性アセチルコリン神経細胞数と大
脳皮質における ChAT 量の減少が報告されており (Whitehouse et al., 1982; Lippa et 
al., 1999)、第 1 章第 1 節で述べたように DLB 患者の認知症に対してはコリンエ
ステラーゼ阻害薬の donepezil が処方される (Mori et al., 2012)。Donepezil により 
DLB 患者の認知機能障害が軽減されるが、パーキンソン症状に対する L-DOPA と
同様に対症療法薬であり、αSyn 病理の阻害を介した疾患の進行抑制は不可能であ
る。本研究において背側線条体へ αSyn fibril を注入すると、内側中隔野におけるア
セチルコリン神経は影響を受けずに GABA 神経細胞のみ減少した (Fig. 5-3)。内側
中隔野から海馬 CA1 領域へ投射している神経細胞のうち、80% 以上は GABA 神
経であるとされており (Sans-Dublanc et al., 2020)、内側中隔野 GABA 神経選択的な
破壊やオプトジェネティクスによる不活性化を行うと、文脈記憶や空間認識力が障
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害される (Pang et al., 2011; Dashniani et al., 2020; Sans-Dublanc et al., 2020)。同様に、
この神経細胞群を選択的に活性化させると海馬 θ 波と物体探索行動が増強される 
(Gangadharan et al., 2016)。すなわち、内側中隔野の GABA 神経のみ障害されるよう
な病態においても、認知機能は十分に低下し得る。内側中隔野 GABA 神経は、海
馬では  parvalbumin や  calbindin 陽性の抑制性介在神経細胞に投射している 
(Freund and Antal, 1988)。すなわち内側中隔野 GABA 神経細胞の減少は、これら抑
制性介在神経細胞の過興奮につながる。海馬 parvalbumin 陽性細胞の過興奮は 
amyloid β の毒性に対する脆弱性を増強させ、シナプス伝達を障害して空間記憶を
低下させる (Hijazi et al., 2020)。Bernstein らは、DLB 患者剖検脳の海馬 CA1 およ
び歯状回で parvalbumin 陽性細胞が減少していることを報告しており、parvalbumin 
陽性細胞は睡眠や学習に重要な γ 波の形成に必要であることから、DLB の認知症
の要因となる神経病理に γ 波の異常が含まれる可能性を示唆した (2011)。家族性 
PD で見られる αSyn 変異体 (A30P) を発現するトランスジェニックマウスでは、
海馬 γ 波の振幅減少や大脳皮質におけるレム睡眠、ノンレム睡眠に関連する脳波の
振幅減少や頻度増加が見られるが、これらはシヌクレイノパチーにおいて認知症に




イノパチー患者の内側中隔野 GABA 神経における αSyn 病理解析が待たれる。 
 
内側中隔野における内在性 αSyn と FABP3 の発現、神経投射および αSyn 病原性
伝播に対する寄与と発展性 
 第 4 節で述べたように、αSyn 細胞間移行のしやすさと内在性 αSyn への病原性
伝播のしやすさは、神経投射と内在性 αSyn の発現量にある程度依存する (Erskine 
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et al., 2018; Okuzumi et al., 2018; Henderson et al., 2019; Mezias et al., 2020)。ウイルス感
染モデルを考えると、これら 2 要因が αSyn の病原性伝播において中枢を担う可
能性は高いと推定される。すなわち、病原体 (病原性 αSyn) が侵入する際、感染対
象 (内在性 αSyn) が多数存在する領域では感染が爆発的に増加する。また、病原体
を含む細胞や領域との間で往来 (神経投射) が多い細胞や領域は、病原体が侵入す
る機会も多いと考えられる。実際に、αSyn 欠損マウス脳に αSyn fibril を注入して
もリン酸化 αSyn は検出されないこと、左右脳の神経連絡を担う脳梁を破壊すると、
αSyn の細胞間伝播が抑制されることが確認されている (Masuda-Suzukake et al., 
2014; Okuzumi et al., 2018)。Henrich らは、家族性 PD で見られる αSyn 変異体 
(A53T) を青斑核へ発現させると、投射先の中隔野において αSyn 陽性の神経突起
が見られることを報告した (2018)。また、αSyn fibril を黒質へ注入する場合と比べ
て、嗅内皮質へ注入すると中隔野におけるリン酸化 αSyn 陽性反応が増加するが、
嗅内皮質も中隔野との間に神経投射をもつ (Masuda-Suzukake et al., 2014)。αSyn 注
入モデルを用いたこれらの知見からも、神経投射が αSyn の細胞間伝播に寄与して
いることがわかる。本研究では背側線条体へ αSyn を注入したが、第 4 節で述べた
ように、背側線条体と内側中隔野の間に神経投射は少ない (Do et al., 2016; Agostinelli 
et al., 2019)。内側中隔野の神経細胞における外来性 αSyn の蓄積を評価すると、αSyn 
fibril は黒質と同様に時間経過にしたがって徐々に蓄積する傾向があった。しかし
ながら、その量は背側線条体との間にある神経投射の少なさと一致し、monomer, 
fibril のいずれも黒質より少なく、diffuse な分布であった (Fig. 5-5)。 




この結果から、内側中隔野の GABA 神経選択的なリン酸化 αSyn の蓄積および細
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胞数の減少に対する内在性 αSyn の影響は、少なくとも第 4 章で示したような黒
質緻密部ほど大きいものではないと考えられる。したがって、背側線条体へ αSyn 





半が GABA 神経であることを明らかにした。以上の結果から、αSyn に加えて 
FABP3 の発現も αSyn 病原性の伝播に対する脆弱性を左右する因子になり得るこ
とが示唆され、実際に内側中隔野の FABP3 陽性細胞にリン酸化 αSyn が蓄積して
いることを確認した (Fig. 5-7)。この仮説を立証するため、FABP3 欠損マウスを用
いて内側中隔野 GABA 神経における αSyn 毒性および認知機能障害を解析し、
FABP3 の欠損によりこれらが抑制されることを明らかにした (Figs. 5-8, 5-9)。これ
までの研究では、αSyn 病理形成に対する FABP3 の寄与が黒質ドパミン神経に限
られるのか、FABP3 が発現する種々の領域で起こり得る現象であるか不明であった
が、黒質ドパミン神経に限らず FABP3 が高発現する神経細胞集団は、αSyn 伝播に
対して脆弱であるという仮説をより支持する結果が得られた。 
 一方本研究の限界点として、内側中隔野特異的な FABP3 の欠損による効果を評
価できなかったことが挙げられる。今後、内側中隔野 GABA 神経特異的に FABP3 
をノックダウンし、GABA 神経における αSyn 毒性や認知機能障害が軽減されるか













 本章の結論として、病原性 αSyn が引き起こす認知機能障害の根底にある αSyn 
病理形成には、これまで報告されてきた海馬や大脳皮質だけではなく、内側中隔野
が関与することを明らかにした。特に、背側線条体への αSyn fibril の注入後、内側
中隔野に蓄積するリン酸化 αSyn は GABA 神経選択的であり、これには GABA 
神経における FABP3 の高発現が関与している可能性を見出した。また、FABP3 欠
損マウスでは GABA 神経における αSyn 毒性と認知機能障害が抑制されることを
明らかにした。したがって本研究は、シヌクレイノパチーにおける認知症に関して、
FABP3 を介した新規の分子機構を提唱するものであり、パーキンソン症状のみなら
ず認知症に対しても FABP3 を標的とした疾患修飾療法が期待される。 
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第 6 章 結論および展望 
 本研究では、シヌクレイノパチーにおける FABP3 を介した αSyn 病理形成の機
構解明と疾患修飾標的としての確立を目標とし、(1) MPTP 投与マウスのパーキン
ソン症状、αSyn の蓄積を伴う黒質ドパミン神経変性に対する FABP3 リガンド 
MF1 の薬効評価 (第 2 章)、(2) αSyn 脳内注入マウスで見られる病原性 αSyn の伝
播における FABP3 の機能解明と MF1 の薬効評価 (第 3 章～第 5 章) を行った 
(Fig. 6-1)。 
 当研究室の先行研究が明らかにした MPTP 投与モデルのみならず、本研究は 
αSyn 脳内注入モデルの αSyn 病原性伝播においても FABP3 が関与することを明
らかにした。特に、FABP3 が病原性 αSyn の蓄積と内在性 αSyn への病原性伝播を
媒介することを見出した。第 5 章では、シヌクレイノパチーの認知症に寄与する 




 第 2, 3 章では、FABP3 に対する PUFA の結合阻害が疾患修飾療法となり得るこ
とを明らかにした。FABP3 リガンド MF1 はパーキンソン症状を抑制するのみなら
ず、MPTP 投与マウス、αSyn 脳内注入マウスにおける αSyn オリゴマー形成やリ
ン酸化 αSyn の蓄積を阻害し、認知機能障害も抑制した。これらの点において MF1 
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と推測されているものの、シヌクレイノパチーには第 1 章で述べたように優性遺
伝性の αSyn 変異をもつ患者が存在する (Ibáñez et al., 2009)。FABP3 との相互作用




中枢－末梢神経間の病原性 αSyn の伝播が実験動物レベルで再現されており (Kim 
et al., 2019)、FABP3 を含む FABP アイソフォームは種々の末梢神経系にも発現す
ることから、FABP が全身性の標的分子となることが期待される。これらを解決す
ることで、αSyn 病理を標的とする化合物の中で MF1 がより有用な化合物である
と提唱することができる。第 1 章、第 3 章第 4 節で述べたように FABP3 は血清、
脳脊髄液より採取できるバイオマーカーとなる可能性もあることから、疾患修飾標
的のみならず、早期診断の指標にもなり得る。また第 1 章第 3 節で述べたように、
FABP3 に親和性の高いアラキドン酸の摂取過多は PD 発症のリスク因子となるこ
とが示唆されている (Miyake et al., 2010) が、現代では n-3 系と比較してアラキド






 以上より、本研究は FABP3 を介したシヌクレイノパチーの発症機構を明らかに
し、FABP3 を標的とした化合物が疾患修飾薬となり得る可能性を見出した点で、未
だ根本治療薬がないシヌクレイノパチーの治療につながる成果であると考えられ
る。中枢神経において内因性に発現する分子 (FABP3) に作用する化合物が αSyn 
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病理阻害効果をもつことを見出したことは、αSyn に直接作用して発現量自体を抑
制することが治療の絶対条件ではないことを示唆する。すなわち、第 3 章第 4 節
で述べたような RNA 干渉による二次的なドパミン神経変性を回避するための突
破口となり、αSyn に対して直接作用せずに疾患修飾効果をもつ化合物を探索する
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Fig. 6-1 FABP3-mediated mechanism of αSyn pathogenesis and pharmacological inhibition by 
FABP3 ligand MF1. 
(A) Schematic representation of FABP3-mediated αSyn pathogenesis. After being transported, in particular 
retrogradely like striatonigral pathway, endogenous αSyn is recruited into pathological αSyn assembly and 
seeded into inclusions. Both oligomerization and phosphorylation of αSyn are promoted under oxidative 
stress (modeled by MPTP treatment in the present study), and these pathological events would be driven 
reciprocally. FABP3 in combination with PUFAs binds to oligomeric species thereby enhancing the 
pathogenesis including phosphorylation (which further enhances oligomerization), seeding of endogenous 
species, and the resultant neurotoxicity; however, the direct effect of FABP3 on αSyn phosphorylation 
remains unclear. In this context, lower levels of FABP3 attenuate their binding with pathological αSyn and 
the following formation of toxic inclusions and neurotoxicity. Thus, the population with abundant FABP3 
like nigral dopaminergic and septal GABAergic neurons would be vulnerable to αSyn pathology. (B) 
FABP3 ligand MF1 competitively inhibits PUFA binding to FABP3 thereby suppressing the formation of 
αSyn/FABP3 complexes and the following αSyn pathology and neurotoxicity. Created with BioRender.com. 
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第 7 章 実験方法 
 
1. 試薬 
 本論文で使用した試薬を Table 7-1 に示す。 
 
Table 7-1 Reagents used in this study. 
 
 





験等に関する規程に基づき行った (2016PhA-038; 2017PhA-001; 2020PhA-007)。全て
の動物は東北大学大学院薬学研究科の動物実験施設において一定の環境下 (温度 
21-25°C、湿度 50-60%、12 時間明暗サイクル [明期: 9:00-21:00]) で飼育し、標準的
な水と固形試料を自由に摂取させた。1 ケージあたりの飼育匹数は  4-8 匹とした。
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実験には 2-3 ヶ月齢の C57BL/6 雄性マウスを使用した。野生型マウスは日本 SLC 
(Hamamatsu, Japan) より購入した。Fabp3-/- マウスは Binas らにより 129 × Balb/c 
系統で作製された (1999) 後、C57BL/6 系統に戻し交配したものを東北大学大学院
医学系研究科大和田祐二教授より供与を受けた。実験には 10 世代以上 C57BL/6 
系統で戻し交配した個体群のうち、性別と月齢が野生型と同様のものを使用した。 
 
3. MPTP 投与マウスの作製 
 MPTP 投与は過去の報告に基づき行った (Shioda et al., 2014)。運動機能を評価す
る行動試験の訓練試行を行った後、MPTP (25 mg/kg/day, i.p.) を 1 日 1 回、5 日間
連続で投与した。MPTP は saline に溶解し、体重 100 g あたり 0.5 mL の容量で投
与した。対照マウスには同量の saline を投与した。 
 
4. αSyn 精製と線維化および蛍光標識 
 超音波破砕する精製 αSyn (第 3 章) は鳥取大学大学院工学研究科・医学系研究
科の河田康志教授、溝端知宏准教授、福井直也博士より供与を受けた。蛍光標識し
た精製  αSyn (第  4, 5 章 ) は  CEA, Institut François Jacob (MIRcen) and CNRS, 
Laboratory of Neurodegenerative Diseases の Dr. Bousset および Dr. Melki より供与を
受けた。それぞれの精製法、線維化を以下に示す。なお、各章で使用した繊維化 αSyn 
の違いを明確にするため、第 3 章では αSyn PFF (超音波破砕有り、蛍光標識無し)、
第 4, 5 章では αSyn fibril (超音波破砕無し、蛍光標識有り; monomer, ribbon も同様
の処置) と表現する。 
 
4.1. αSyn 精製と PFF 化および超音波破砕 
 野生型ヒトおよびマウス由来正常 αSyn の精製は過去の報告 (Yagi et al., 2005) 
に 基 づ き 行 った 。 Polymerase chain reaction 法 に て ヒ ト お よび マ ウ ス 脳 
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complementary DNA (NIPPON Gene, Tokyo, Japan) より αSyn 遺伝子 SNCA を増幅
させた。発現ベクター pET23a (+) (Novagen, Madison, WI, USA) の NdeI-XhoI サイ
トにサブクローニングした後、大腸菌 BLR (DE3) 株 (Novagen) に発現させた。精
製バッファー (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 mM dithiothreitol, 0.1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride) に懸濁した後、超音波破砕し遠心分離した (14,000 rpm, 
30 min)。上清に 2.5% ストレプトマイシンを加えて核酸を遠心分離し、上清を加熱
した (90°C, 15 min)。αSyn を含む上清を 70% 飽和で硫安分画した。透析サンプル
を陰イオン交換クロマトグラフィー  (Resource-Q column; Amersham Biosciences, 
Little Chalfont, UK) にアプライした (バッファー: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 mM 
dithiothreitol, 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 溶出: 0-1.0 M NaCl linear gradient)。
タンパク質濃度はモル吸光係数 ε (0.1%, 280 nm) = 0.354 を用いて測定した (Narhi 
et al., 1999)。 
 PFF 化は過去の報告に基づき行った (Masuda-Suzukake et al., 2013; Volpicelli-Daley 
et al., 2014)。精製した αSyn monomer を滅菌 PBS へ溶解し (5 μg/μL)、超遠心 
(100,000 × g, 4°C, 60 min) にて夾雑物、凝集物を除いた。上清を 200 rpm, 37°C にて 
7 日間振盪し PFF 化した。αSyn PFF は SONIFIER Model 250 Advanced (Branson, 
Danbury, CT, USA) により超音波破砕 (30% power, 15 × 4 s, 15 s interval) し、使用す
るまで -80°C で保存した。 
 
4.2. αSyn 精製と線維化および蛍光標識 
 野生型マウス由来正常 αSyn の精製は過去の報告 (Bousset et al., 2013) に基づき 
pET3a vector システムにより行った。αSyn を大腸菌 BLR (DE3) 株 (Stratagene, La 
Jolla, CA, USA) に発現させた。LB 培地にてタンパク質を N15, C13 標識し、0.5 mM 
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside を 3 時間処置して αSyn の発現を誘導した。タ
ンパク質濃度は吸光光度計により測定した。 
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 αSyn の線維化は過去の報告 (Peelaerts et al., 2015) に基づき行った。精製した 
αSyn monomer を  50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM KCl へ溶解し、Eppendorf 
Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Germany) を用いて 600 rpm, 37°C にて振盪した。
αSyn fibril の精製は、アミロイド線維と結合して蛍光を発する thioflavin T (15 μM) 
の存在下で 100 rpm にて振盪し、蛍光分光光度計 (Cary Eclipse spectrofluorometer; 
Varian, Palo Alto, CA, USA) で波長をモニターすることにより確認した。励起光波長 
440 nm、蛍光波長 440, 480 nm とした。αSyn ribbon は、5 mM Tris-HCl (pH 7.5) 中
で透析した (4°C, 16 h) 後、Eppendorf Thermomixer を用いて 600 rpm, 37°C にて振
盪して精製した後、440 nm における散乱光を測定することによりモニターした。続
いて 35,000 × g で遠心分離し、上清におけるタンパク質濃度をダイオードアレイ式
分光光度計 (HP 8453; Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて 280 nm 
における吸光度を測定して算出した。 
 αSyn の蛍光標識は過去の報告 (Peelaerts et al., 2015; Abounit et al., 2016) と同様に、
蛍光色素 ATTO550 を用いて製造元のプロトコルに従い行った。αSyn fibril, ribbon 
を遠心分離 (15,000 × g, 10 min) し滅菌 PBS へ再懸濁した。この操作を 2 度行っ
た後、αSyn monomer, fibril, ribbon をそれぞれ ATTO550 NHS fluorophore (ATTO-TEC, 
Siegen, Germany) と 1:2 (mole ratio) で混合した。標識反応は 1 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
を加えて停止した。未反応の蛍光物質はサイズ排除クロマトグラフィーにて除去し
た。標識効率は質量分析法により測定した。サンプルを 5% アセトニトリル、0.1% 
トリフルオロ酢酸により脱塩し、C18 逆相カラム Zip-Tip (Millipore) により 50% 
アセトニトリル、0.1% トリフルオロ酢酸に溶出した。サンプルを 1:5-1:20 (v/v) の
比でマトリクス (10 mg/mL シナピン酸) と混合し、MALDI target (Opti-TOF; Applied 
BioSystems, Waltham, MA, USA) にスポット (0.5 μL) した。MALDI-TOF-TOF 分析
スペクトルは MALDI-TOF-TOF 5800 (Applied BioSystems) を用いてリニアモードに
て取得した。外部標準物質は未標識の αSyn 精製物とした。 




 定位脳手術は過去の報告 (Masuda-Suzukake et al., 2013) に基づき行った。麻酔下
にてマウスを定位脳固定装置 (SR-5M-HT; Narishige, Tokyo, Japan) に固定し、電動ド
リルを用いて注入部位表面の頭蓋を開けた。注入部位は brain map (Paxinos and 
Franklin, 2001) を参照し、両側の黒質 (anteroposterior -3.5 mm; mediolateral ±1.2 mm; 
dorsoventral -4.0 mm) または背側線条体 (anteroposterior +0.8 mm; mediolateral ±2.0 
mm; dorsoventral -2.6 mm) へ αSyn (5 μg/μL) を注入した。注入は 26s ゲージの 10 
μL シリンジ (701N; Hamilton, Reno, NV, USA) を介して行い、オートインジェクタ





 薬物は MPTP 投与、αSyn 脳内注入のそれぞれ翌日、1 週間後より開始した。
FABP リガンドは東京大学創薬機構構造展開ユニットの宮地弘幸特任教授より供与
を受けた。FABP リガンド MF1 および MF4 は 0.5% CMC に懸濁した。L-DOPA 
は saline に溶解した。MF1 (0.1, 0.3, 1.0 mg/kg/day) および MF4 (1.0 mg/kg/day) は
体重 100 g あたり 0.5 mL の容量で経口投与した。L-DOPA の投与量は過去の報告 
(Oksman et al., 2009; Mahmoudi et al., 2011; Yadav et al., 2017) に基づき、PD モデル動
物のパーキンソン症状を改善する 25 mg/kg/day とし、体重 100 g あたり 1.0 mL の
容量で腹腔内投与した。対照マウスには FABP リガンドと同量の CMC を経口投
与した。MF1 の体内動態 (脳、血中) の結果 (data not shown) より、週 5 回の投与
で有効濃度域を維持できると判断し、モデル作製後の薬物投与はすべて 1 日 1 回、
週 5 日間の慢性投与を行った。 













 ロータロッド試験は過去の報告 (Shioda et al., 2014) に基づき行った。一定速度 
(20 rpm) で回転する直径 3 cm、幅 30 cm のロッド (ENV-576M; Med Associates, 
Fairfax, VT, USA) 上でマウスを歩行させた。モデル動物作製前の訓練試行では、100 
秒以上歩行できるまで繰り返した。試験試行では、訓練試行と同様の回転速度で歩
行時間を最大 300 秒とし、ロッドから落下するまでの時間を計測した。 
 
7.2. ビームウォーキング試験 
 ビームウォーキング試験は過去の報告 (Shioda et al., 2014) に基づき行った。勾配




スから 10 cm の位置に乗せ、ボックスまで歩行させた。その後、30, 50, 80 cm とボ
ックスまでの距離を伸ばして同様に歩行させ、80 cm の距離から 60 秒以内にボッ
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 物体識別能を評価する新奇物体認識試験は過去の方法 (Yabuki et al., 2014) と同
様に行った。同一形状の積み木 2 個を対称な位置に置いたホームケージ (35 × 25 × 
35 cm) にマウスを入れ、10 分間探索させた。1 時間後、片方の積み木を形状の異
なる積み木に置換し、再度ホームケージを 5 分間探索させた。マウスの探索行動は





𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝐷𝐷𝐷𝐷𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 (%)  =  �
[𝑁𝑁𝑁𝑁𝐷𝐷𝑁𝑁𝑖𝑖𝐷𝐷 𝐷𝐷𝑜𝑜 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑤𝑤𝐷𝐷𝐷𝐷ℎ 𝐷𝐷𝐷𝐷𝑛𝑛𝑖𝑖𝑛𝑛 𝐷𝐷𝑁𝑁𝑜𝑜𝑖𝑖𝐷𝐷𝐷𝐷]
[𝑁𝑁𝑁𝑁𝐷𝐷𝑁𝑁𝑖𝑖𝐷𝐷 𝐷𝐷𝑜𝑜 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝑛𝑛 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷] �  ×  100 
 
7.4. Y 型迷路試験 
 短期的空間参照記憶を評価する Y 型迷路試験は過去の報告 (Moriguchi et al., 





数から 2 を引いた回数を最大交替回数とした。交替行動回数の割合を alternations 
(%) として以下のように算出し、空間参照記憶の指標とした。 
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𝐴𝐴𝑛𝑛𝐷𝐷𝑖𝑖𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 (%)  =  �
[𝑁𝑁𝑁𝑁𝐷𝐷𝑁𝑁𝑖𝑖𝐷𝐷 𝐷𝐷𝑜𝑜 𝐷𝐷𝑛𝑛𝐷𝐷𝑖𝑖𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷]
[(𝑁𝑁𝑁𝑁𝐷𝐷𝑁𝑁𝑖𝑖𝐷𝐷 𝐷𝐷𝑜𝑜 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝑛𝑛 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑖𝑖𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝑖𝑖𝐷𝐷)  −  2]�  ×  100 
 
7.5. Barnes 迷路試験 
 長期的な空間参照記憶を評価する Barnes 迷路試験は過去の報告 (Patil et al., 
2009) に基づき行った。円形のプラットフォーム (直径: 90 cm) の円周上には端か
ら 1.8 cm の位置に 12 個の穴 (直径: 5 cm) があり、1 個の穴の下のみに逃避ボッ
クス (13 × 35 × 8 cm) を設置した。探索行動を促進させるため、試験室は暗室とし、
プラットフォーム上のみ明かりを照らした。全試行の間、逃避ボックス、観測者お
よび試験室内の装置等の位置は一定とした。マウスにはこれら周囲の景色を視覚的













を被せてゴールへ誘導した。およそ 2 時間後、同様の訓練試行を行い、1 日 2 回
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の訓練試行を 4 日間連続で行った。逃避ボックスへ進入するまでの時間は、1 日毎
に 2 回の試行結果を平均して算出した。最終訓練試行の翌日から 3 日間の保持期
間を経て、プローブ試験を行った。逃避ボックスを取り除いた状態で、訓練試行と
同様に迷路を 120 秒間探索させた。プローブ試験では、逃避ボックスを設置してい
た穴 (target hole) に対する探索行動の累計時間を計測した。マウスの探索行動はプ







 嫌悪刺激に対する学習を評価する受動回避試験は過去の報告 (Yabuki et al., 2014) 
に基づき行った。消灯した試験室に明箱 (9 × 11.5 × 15 cm) と暗箱 (14 × 17.5 × 15 
cm) が扉で仕切られた装置 (STC-001M; Muromachi Kikai, Tokyo, Japan) を用意した。
各箱の床はグリッドでできており、電気刺激の出力器 (SGS-003DX; Muromachi 
Kikai) を暗箱のグリッドに接続した。1 日目にマウスを明箱へ入れて 60 秒間探索
させた後、扉を開けてマウスが好む暗箱に進入できるようにした。暗箱に入った際






 切片作製と免疫染色は過去の報告 (Shioda et al., 2014) に基づき行った。麻酔下で
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マウスの左心室より PBS を灌流して脱血した後、4% paraformaldehyde (PFA) を溶
解した 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) で置換した。大脳を冠状方向に 3 分割して
直ちに同様の固定液へ浸漬し後固定した (4°C, 16-36 h)。PFA を PBS で置換した後、
ビブラトーム (DTK-1000; Dosaka EM, Kyoto, Japan) で 50 μm 厚の冠状切片を作製
した。切片は使用するまで 0.05 % アジ化ナトリウムを含む PBS 中で 12-well plate 





抗原賦活化を各種行った結果、再現性を含め proteinase K が最も有効であった 
(data not shown)。Proteinase K (20 μg/mL) を含むバッファー (10 mM Tris-HCl pH 9.0, 
1 mM EDTA, 0.05% Tween-20) で抗原賦活化 (37°C, 30 min) を施した。切片を水洗し
た後、0.3% 過酸化水素を含む PBS を反応 (RT, 30 min) させて内因性ペルオキシ
ダーゼ活性をブロッキングし、続いて抗体の非特異的結合をブロッキング (1% 
bovine serum albumin, 0.1% Triton X-100, PBS) した (RT, 30 min)。その後、ブロッキ
ング溶液中で 1 次抗体と反応させた (4°C, 1-3 overnight)。ABC kit により 1 次抗
体結合部位にアビジンービオチン複合体を形成させた (RT, 2 h)。発色は 3’3’-
diaminobenzidine により行い、顕微鏡下で発色の程度を観察しながら反応させた。切
片を水洗し、50-100% エタノール系列による脱水、キシレンによる透徹の後 
ENTELLAN NEW 中に封入した。 
 
8.2. 免疫蛍光染色 
 免疫蛍光染色は浮遊切片を用いて行った。0.1% Triton X-100 を含む PBS で細胞
膜の透過性を亢進させた (RT, 15 min) 後、抗体の非特異的結合をブロッキング (5% 
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normal goat or donkey serum, 1% Triton X-100, PBS) した (RT, 30 min)。その後、ブロ
ッキング溶液中で 1 次抗体と反応させた (4°C, overnight)。界面活性剤処理により
細胞体における GAD67 の免疫反応性が低下する (Fong et al., 2005) ため、抗 
GAD67 抗体を含む染色の場合はすべての反応から Triton X-100 を除いた。ブロッ
キング溶液中で蛍光標識 2 次抗体を反応させた (RT, 90 min) 後、スライドグラス
へマウントして  VECTASHIELD 中に封入した。封入前、一部の切片は  4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) により核を対比染色した。また、FABP3 陽性反応は




 共焦点顕微鏡 (TCS SP8; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) により画像を取得
した。免疫組織化学により可視化した pαSyn は、前頭前皮質内側部 (+1.7 ~ +2.0 
mm)、線条体 (+0.6 ~ +1.1 mm)、背側海馬 CA1 領域 (-2.2 ~ -1.7 mm)、扁桃体外側基
底核 (-2.2 ~ -1.7 mm)、大脳皮質 (-2.2 ~ -1.7 mm)、黒質 (-3.5 ~ -3.0 mm) 領域 
(anteroposterior; Paxinos and Franklin, 2001) を撮影した画像を用いて Fiji Image J (ver. 
1.52; National Institutes of Health) にて陽性細胞数を定量した。該当領域中のすべて
の陽性細胞を計測し、1 脳あたり切片 2 枚から得た結果の平均を 1 例とした。 
 免疫蛍光染色を施した切片は、黒質 (-3.6 ~ -2.9 mm)、内側中隔野 (+0.7 ~ +1.0 mm) 
領域 (anteroposterior mm; Paxinos and Franklin, 2001) を撮影し、Fiji Image J にて定量
した。Z-stack 画像の再構築、YZ 平面および ZX 平面画像の作製、tiling および 
stitching 処理は Leica Application Suit X (Leica Microsystems) により行った。黒質に
おける TH 陽性細胞数、αSyn 陽性細胞数、リン酸化 αSyn 陽性細胞数、filament 
αSyn 陽性細胞数および内側中隔野における ChAT 陽性細胞数、GAD67 陽性細胞
数、FABP3 陽性細胞数は 1 脳あたり切片 3 枚から得た結果の平均を 1 例とした。
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内側中隔野におけるリン酸化 αSyn 陽性細胞数は 63× 倍率で撮影した画像中の 
ChAT または GAD67 陽性細胞における陽性細胞数の割合を算出した。1 脳あたり 
3 枚の切片から 6 枚の画像を取得し、その平均値を 1 例とした。細胞内 ATTO 蓄
積量の評価は、黒質緻密部の TH 陽性細胞 1 個における ATTO 陽性エリアの割合
を測定し、全 TH 陽性細胞から得た結果を平均化して算出した。Fiji Image J の 
wand tool を用いて TH 陽性細胞をトレースし、各細胞における ATTO 陽性エリア 
(%) を測定した。1 脳あたり 3 枚の切片から得た結果を平均化して 1 例とした。 
 
9. 免疫ブロット法 
 マウス脳より黒質、背側線条体、内側中隔野を摘出して 1-2 mm 角程度に刻み、
直ちに -80°C にて保存した。検出目的に応じて以下の 2 つの電気泳動用サンプル
を作製した。本論文で用いた抗体を Table 3 に示した。 
 免疫ブロット法は過去の報告 (Shioda et al., 2014) に基づき行った。Lysis buffer 
(500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaF, 4 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM 
dithiothreitol, 100 nM calyculin A, 50 μg/mL leupeptin, 50 μg/mL trypsin inhibitor, 25 μg/mL 
pepstatin A) 中で組織をホモジナイズした後遠心分離 (15,000 rpm, 4°C, 10 min) した。
上清を  Laemmli’s SDS sample buffer (終濃度 : 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 5% 2-
mercaptoethanol, 2.5% glycerol, 2% SDS, 0.01% bromophenol blue) と混合して加熱した 
(100°C, 3 min)。タンパク質濃度は Bradford 法により測定した。サンプルを SDS-
polyacrylamide gel (Separation gel: 13.5% acrylamide, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 
0.08% N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine, 0.08% ammonium persulfate; Stacking gel: 
5% acrylamide, 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.08% TEMED, 0.08% ammonium 
persulfate) にロードし、泳動バッファー (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) 中
で電気泳動 (40 mA constant, 120 min) しタンパク質を分離した。分離後、wet 式ブ
ロット装置 (ブロッティングバッファー: 25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol) 
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で polyvinylidene difluoride メンブレン (Millipore) にブロッティングした (70 V 
constant, 90 min, on ice)。メンブレンを 5% スキムミルクまたは 3% BSA を含む 
TBS-T (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20) でブロッキングした。
αSyn の検出は、感度を高めるためにブロッキング前に  0.4% PFA + 0.01% 
glutaraldehyde を含む PBS でメンブレンをインキュベーションし (RT, 30 min)、タ
ンパク質を架橋した (Lee and Kamitani, 2011; Sasaki et al., 2015)。ブロッキング後、
TBS-T またはブロッキング溶液中で 1 次抗体を反応させた (4°C, overnight)。TBS-
T 中で horseradish peroxidase 標識 2 次抗体を反応させ (RT, 60 min)、enhanced 
chemiluminescence 法 (100 mM Tris-HCl pH 8.5, 1.25 mM luminol, 0.198 mM p-coumaric 
acid, 0.009% hydrogen peroxide) により抗体反応を発光させ、ImageQuant LAS-4000 
mini (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) により検出した。Image Gauge (ver. 3.41; Fuji 
Film, Tokyo, Japan) によりタンパク質発現量を定量した。各タンパク質の発現量は
ローディングコントロール (β-actin) の発現量で補正し、対照群における発現量の平
均値を 100% として群間比較した。 
 αSyn の oligomer 検出は過去の報告 (Shioda et al., 2014) に基づき行った。Lysis 
buffer より dithiothreitol を除き、同様に上清を得た。Laemmli’s SDS sample buffer よ
り SDS, 2-mercaptoethanol を除いて室温にて上清と混合した。電気永動分離には 2-
15% プレキャストゲル (Multi Gel II Mini 2/15, Cosmo Bio, Tokyo, Japan) を用いた。
電気永動後、バンドの検出までは変性サンプルと同様に操作を行った。Oligomer 量
は、monomer 量に対する割合を算出して評価した。なお、過去の報告 (Shioda et al., 
2014) に基づき 70-140 kDa の αSyn oligomer を定量した。 
 
10. 統計解析 
 データは box and whisker plot により図示した。95 および 5 パーセンタイル値は 
whisker により示し、第一四分位数と第三四分位数はそれぞれ box の下端と上端に
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より、中央値は box 内の線により表した。統計処理は JASP (ver. 0.13.1; University 
of Amsterdam, Amsterdam, Netherlands) により行った。2 群間の差は paired student’s 
t-test または Welch’s t-test により比較した。3 群間以上の差は、one-way, two-way ま
たは three-way ANOVA の後、Fisher’s PLSD test, Dunnett’s test, Bonferroni's test また
は Tukey’s test により検定比較した。反復測定 ANOVA の場合、はじめに被験者内
における等分散性を Mauchly の球面性検定により検出した。球面性が棄却された
場合 (P < 0.05)、Greenhouse-Geisser 法の ε により自由度を調整し、ε > 0.1 の場合
に、調整した自由度により ANOVA を行った。群間の統計学的有意差は危険度 5% 
未満をもって有りと判定した (*P < 0.05; **P < 0.01)。 
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Table 7-2 Antibodies used in this study. 
 
IB, Immunoblotting; IF, Immunofluorescence; IHC, Immunohistochemistry; RRID_AB, Research 
Resource Identifier of antibodies. 
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